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1. Verwendete Abkürzungen 
α   Alpha 
AC   Adenylatcyklase 
ACE   Angiotensin-Converting-Encyme 
Ach   Acetylcholin 
ADP   Adenosin-Diphosphat 
cAMP   zyklisches Adenosin-Monophosphat 
Ang II   Angiotensin II 
ANP   atriales natriuretisches Peptid 
APO   Apocynin  
AR   Adrenorezeptoren 
ASK   Apoptosis signal-regulating Kinase 
AT1   Angiotensin-1 
AT1-R   Angiotensin 1-Rezeptor 
AT-II   Angiotensin II  
ATP   Adenosin-Triphosphat 
ATPase  Adenosin-Triphosphatase 
AV   Atrioventrikulär 
β   Beta 
BNP   brain natriuretic peptid 
°C   Grad Celsius 
Ca2+   zweiwertiges Calciumkation 
[Ca2+]c  cytosolische Calciumkonzentration 
[Ca2+]i   intrazelluläre Calciumkonzentration 
cAMP   zyklisches Adenosin-3’,5’-Monophosphat 
Ca2+ATPase  Calcium-ATPase 
CHE   Chelerythrine, PKC-Inhibitor 
Con   Kontrolle 
δ   Delta 
Δ   Delta 
ΔΨm   mitochondriales Membranpotential 
DAG   Diacylglycerol 
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DCM   dilatative Cardiomyopathie 
dC/dt   Departure-Velocity = Verkürzungsgeschwindigkeit 
+dF/dt  Kontraktionsgeschwindigkeit (Kraft/Zeit) 
-dF/dt   Relaxationsgeschwindigkeit (Kraft/Zeit) 
dL/dt   Return-Velocity = Relaxationsgeschwindigkeit 
+dS/dt  Verkürzungsgeschwindigkeit 
-dS/dt   Relaxationsgeschwindigkeit 
div   divergent 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium = standardisiertes  
Nährmedium für Zellkulturen 
DPI   Diphenyleniodinium 
ε   Epsilon 
EDTA   Ethyldiamintetra-Essigsäure 
EF   Ejektionsfraktion 
EGTA   Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsäure 
ERK   extracellular signal-related kinase  
ET-1   Endothelin-1 
ETA-R   Endothelin-1-Rezeptor 
ETC   Elektronentransfer-Zyklus 
FK   Kontraktionskraft 
FCCP   Trifluorocarbonylcyanid Phenylhydrazon 
Fe3+   dreiwertiges Eisenkation 
FS   fractional shortening = prozentuale Zellverkürzung 
FURA-2  Aminopolycarboxylsäure, Fluoreszenzfarbstoff zur Calcium- 
Messung 
g/mg   Gramm/Miligramm 
Gi   inhibitorisches Guaninnukleotid-bindendes Protein 
GPCR  G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
GPX   Glutathionperoxidase 
Gs   stimulierendes Guaninnukleotid-bindendes Protein 
H+   einwertiges Wasserstoffkation 
H2O   Wasser 
HCl   Hydrogenchlorid = Salzsäure 
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HFpEF  Heart Failure with a Preserved Ejection Fraction (Herz- 
insuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion=diastolische  
Herzinsuffizienz) 
HFrEF  Heart Failure with a Reduced Ejection Fraction (Herz- 
insuffizienz mit verminderter Ejektionsfraktion=systolische 
Herzinsuffizienz) 
HI   Herzinsuffizienz 
H2O2   Wasserstoffperoxid 
HOCM  hypertrophe obstruktive Cardiomyopathie 
Hz   Hertz (1/s) 
HZV   Herz-Zeit-Volumen 
ICM   Ischämische Cardiomyopathie 
IMAC   Inner Membrane Anion Channel 
INDO-1 AM  2-[4-(bis(Carboxymethyl)Amino)-3-[2-[2-(bis(Carboxymethyl)  
Amino)-5-Methylphenoxy]Ethoxy]Phenyl]-1H-Indole-6- 
Carboxylsäure, Fluoreszenzfarbstoff zur Calcium-Messung 
InsP3   Inositol-1,4,5-Triphosphat 
ISO   Isoprenalin 
JNK   c-Jun N-terminale Kinase 
κ   Kappa 
K+   einwertiges Kaliumkation 
KATP (mito)  (mitochondriale) Kalium-ATPase 
KCl   Kaliumchlorid 
KFB   Kraft-Frequenz-Beziehung 
K-Glutamat  Kaliumglutamat 
KHK   Koronare Herzerkrankung 
l   Liter 
LDH   Laktatdehydrogenase 
L-NAME  NG-Nitro-L-Argininmethylester 
LV   Linker Ventrikel 
LVEF   Linksventrikuläre Ejektionsfraktion 
M   Mol 
µm   Mikrometer 
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µm/s   Mikrometer pro Sekunde 
µmol/l   Mikromol pro Liter 
MAP   Mitogen-aktiviertes Protein 
mCU   mitochondrialer Calcium-Uniporter 
MEK   MAP-Kinase-Kinase 
MG   Molekulargewicht 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
min   Minute 
Mn-SOD  Mangan-abhängige Superoxiddismutase 
mol/l   Mol pro Liter (auch M/l) 
MPTP   Mitochondrial permeability transition pore 
MR   Mineralokortikoidrezeptor 
mRNA  messenger Ribonukleinsäure 
n   Anzahl der Experimente 
Na+   einwertiges Natriumkation 
[Na+]i   intrazelluläre Natriumkonzentration 
NaCl   Natriumchlorid 
NAD+   Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid 
NADH   Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-H + H+ 
NADPH  Nicotinamid- Adenin-Dinukleotidphosphat 
Na-HEPES  Natrium-2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsäure 
NaOH   Natriumhydroxid 
Na-Pyruvat  Natriumpyruvat 
NCX (rev)  (reverser) Na+/Ca2+-Austauscher 
NF-κB   Nuklear-Faktor κB 
NHE   Na+/H+-Austauscher 
nm   Nanometer 
nmol/l   Nanomol pro Liter 
NO   Stickstoffmonoxid 
NT-pro-BNP  N-terminal pro-brain natriuretic peptid 
NTA   Nitrilotriessigsäure 
NYHA  Gradeinteilung der Herzinsuffizienz nach der New York  
Heart Association 
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O2   Sauerstoff 
O2
-   Superoxidradikal 
OH-   Hydroxylradikal 
Ψ   Psi 
pA   Pikoampere 
pH   negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 
PGF   Prostaglandin F 
Pi   anorganisches Phosphat 
PK   Pyruvatkinase 
PKA   Proteinkinase A 
PKC   Phospholipase C 
PL   Phospholamban 
PLC   Phospholipase C 
PMA   Phorbol-12-Myristat-13-Acetat, PKC-Aktivator 
PTP   Permeability Transition Pore 
Rm   Relaxationsgeschwindigkeit 
RAAS   Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
Raf-1   rapidly accelerated fibrosarcoma, zur Familie der  Proteinkinasen 
gehörendes Raf-Protein mit verschiedenen Isoformen 
ROS   Reaktive Sauerstoffspezies 
SERCA  Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums  
SOD   Superoxiddismutase 
SR   Sarkoplasmatisches Retikulum 
TGF-β  transforming growth factor β 
TMRM  Tetramethylrhodaminmethylester 










2.1. Quellen und Effekte reaktiver Sauerstoffspezies in Herzmuskelzellen 
Bei chronischer Herzinsuffizienz tragen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zur 
Pathogenese der Herzinsuffizienz bei. Darüber hinaus kommt es bei Patienten mit 
Herzinsuffizienz zu einer neuroendokrinen Aktivierung, die neben der 
sympathischen Aktivierung auch die Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems sowie erhöhte Plasma-Spiegel für Endothelin umfasst. Die 
genauen Auswirkungen von ROS auf die elektromechanischen Kopplung sowie 
die Quellen von ROS sind hierbei unvollständig verstanden. Unklar ist darüber 
hinaus, ob Endothelin eine vermehrte Produktion von ROS in Kardiomyozyten 
herbeiführt, und falls ja, ob dies primär über die Aktivierung der NADPH-Oxidase 
oder eine Erhöhung der mitochondrialen ROS-Produktion erfolgt. Die Ziele der 
vorliegenden Arbeit waren es daher,  
1) die Effekte von ROS auf die elektromechanische Kopplung und mitochondriale 
Energetik an isolierten Meerschweinchen-Kardiomyozyten zu untersuchen und  
2) näheren Aufschluss über die Mechanismen zu erlangen, über die Endothelin 
ggf. eine Erhöhung der zellulären ROS-Produktion herbeiführt.  
Experimente wurden an isolierten Meerschweinchen-Kardiomyozyten sowie an 
Homogenaten von Meerschweinchen-Myozyten durchgeführt. Die kombinierte 
Applikation von H2O2 (1mmol/l) und Fe
3+-NTA (0,1 mmol/l) zur Produktion von 
Hydroxylradikalen (.OH) für 15 Minuten simuliert die schubartige passagere ROS-
Freisetzung nach myokardialer Ischämie/Reperfusion und zeigte in früheren 
Experimenten der Arbeitsgruppe an humanen Herzmuskelstreifen das typische 
Phänomen des „myokardialen Stunning“, welches durch einen Anstieg der 
diastolischen Spannung und Abnahme der Kontraktionskraft gekennzeichnet ist.  
An isolierten Kardiomyozyten verursachte dieses Protokoll ebenfalls einen Anstieg 
der diastolischen Spannung der Kardiomyozyten, eine Abnahme der fraktionellen 
Zellverkürzung, einen Anstieg der diastolischen Calcium-Konzentration sowie eine 
Verkürzung des Aktionspotentials, was mit einer partiellen Dissipation des 
mitochondrialen Membranpotentials sowie einer leichten Hyperpolarisation des 
sarkolemmalen Membranpotentials assoziiert war. Ein möglicher Mechanismus für 




die Dissipation des mitochondrialen Membranpotentials könnte hierbei die 
Oxidation von NADH und NADPH sein, was zu einer Verarmung an 
Elektronenlieferanten für die Atmungskette (NADH) und somit eine Verringerung 
der ATP-Produktion mit nachfolgender Aktivierung sarkolemmaler ATP-
abhängiger Kaliumkanäle führen könnte, was die Hyperpolarisation des 
sarkolemmalen Membranpotentials erklären könnte. Länger anhaltende Exposition 
der Zellen an ROS führte zu einer cytosolischen Calcium-Überladung, die in einer 
mitochondrialen Calcium-Überladung mit anschließender Dissipation des 
mitochondrialen Membranpotentials führte, welche a. e. auf die Calcium- und 
ROS-induzierte Aktivierung des mitochondrialen permeability transition pore 
(mPTP) zurückzuführen sein könnte. Diese Daten gewähren Einblicke in die ROS-
induzierte Beschädigung der mitochondrialen und cytosolischen 
Ionenhomöostase, die zum energetischen und funktionellen Defizit und ggf. 
Zelltod führen können.   
Endothelin führte im picomolaren Bereich zu einer deutlichen Steigerung der 
fraktionellen Zellverkürzungsamplitude in Myozyten, jedoch nicht zu einer 
Steigerung der Amplitude der cytosolischen Calcium-Transienten. Auch kam es 
durch Endothelin in isolierten, elektrisch stimulierten Kardiomyozyten zu keiner 
nennenswerten Steigerung der zellulären ROS-Produktion. An homogenisierten 
Kardiomyozyten führte Endothelin zwar zu einer leichten Stimulation der NADPH-
Oxidase, diese war unter diesen experimentellen Bedingungen jedoch schon 
ausgeprägt voraktiviert, was eine deutliche Steigerung durch Endothelin ggf. 
verschleiern könnte. Endothelin führte weiterhin nach 30-40 Minuten zu 
vermehrten zellulären Arrhythmien. Zusammengefasst konnten unsere Ergebnisse 
keinen Hinweis auf eine Endothelin-mediierte Steigerung der zellulären ROS-
Produktion liefern, was somit im Gegensatz zu einigen publizierten Studien steht. 
Darüber hinaus zeigten die Ergebnisse jedoch, dass durch die alleinige Steigerung 
der Stimulationsfrequenz in Herzmuskelzellen die ROS-Produktion zunahm.  
Zusammengefasst liefern die vorliegenden Daten somit Hinweise auf die 
Mechanismen, die bei der Reperfusion ischämischen Myokards myokardiales 
„Stunning“  induzieren können, allerdings konnten wir keinen Hinweis auf eine 
vermehrte endogene myozytäre ROS-Produktion durch Endothelin nachweisen.  




2.2. Summary  
Sources and effects of reactive oxygen species in cardiac myocytes 
In chronic heart failure reactive oxygen species (ROS) contribute in the pathogenesis 
of heart failure. Furthermore, in patients with heart failure, neuroendocrine activation 
occurs which includes the sympathetic nervous system and the renin-angiotensin-
aldosterone system as well as increased plasma levels of endothelin. The exact 
effects of ROS on excitation-contraction coupling and the sources of ROS, however, 
are incompletely understood. Moreover, it is unclear whether endothelin induces an 
increased production of ROS in cardiomyocytes, and if so, whether this occurs 
primarily through the activation of NADPH-oxidase or an increase in mitochondrial 
ROS-production. Therefore, the objectives of this study were 
1) to investigate the effects of ROS on excitation-contraction coupling and 
mitochondrial energetics in isolated guinea-pig cardiomyocytes and 
2) to further clarify whether endothelin increases cellular ROS production and if so, 
by which mechanisms this is achieved. 
Experiments were performed on isolated guinea-pig cardiomyocytes as well as 
homogenates of guinea pig myocytes. In previous experiments of the working 
group, the combined application of H2O2 (1 mmol/l) and Fe
3+- NTA (0.1 mmol/l) for 
the production of hydroxyl radicals (.OH) for 15 minutes (to simulate a transient 
ROS-release that occurs after myocardial ischemia/reperfusion) and showed the 
typical phenomenon of "myocardial Stunning" in human myocardium, which is 
characterized by an increase in diastolic tension and decrease in force of 
contraction. In isolated cardiomyocytes this protocol also caused an increase in 
diastolic tension of the cardiomyocytes, a decrease in fractional cell shortening, an 
increase in diastolic calcium concentration and a shortening of the action potential, 
which is associated with a partial dissipation of the mitochondrial membrane 
potential and a slight hyperpolarization of the sarcolemmal membrane potential. A 
possible mechanism for the dissipation of the mitochondrial membrane potential 
could be the oxidation of NADH and NADPH, which could decrease ATP 
production and thus, induce the subsequent activation of sarcolemmal ATP-




dependent potassium channels. This may explain the hyperpolarization of the 
sarcolemmal membrane potential. Prolonged exposure of cells to ROS resulted in 
a cytosolic calcium overload, which resulted in a mitochondrial calcium overload 
with subsequent dissipation of the mitochondrial membrane potential, which most 
likely could be related to a calcium- and ROS-induced activation of the 
mitochondrial permeability pore (mPTP). These data provide insights into the 
ROS-induced damage of mitochondrial and cytosolic ion homeostasis, which can 
possibly lead to cell death and functional deficits and energetics. 
In the picomolar range, endothelin led to a significant increase in fractional cell 
shortening amplitude in myocytes, but not to an increase in the amplitude of the 
cytosolic calcium transients. Furthermore, in isolated, electrically stimulated 
cardiomyocytes, no appreciable increase in cellular ROS-production could be 
detected in response to endothelin. In homogenized cardiomyocytes, endothelin 
led to a slight increase of NADPH-oxidase activity. However, we noticed that the 
NADPH oxidase under the experimental conditions we used was already pre-
activated by protein kinase C, since the PKC inhibitor chelerythrine led to a 50% 
reduction of NADPH oxidase activity. Thus, this pre-activation of NADPH oxidase 
may have obscured some of the effects of endothelin in cardiac myocytes. Taken 
together, our results could not provide any evidence of endothelin-mediated 
increase in cellular ROS production, which is in contrast to some published studies 
available. In addition, however, the results showed that the sole increase in 
stimulation rate in cardiac myocytes increased ROS-production. 
In summary, the available data thus provide novel insight into the mechanisms of 
myocardial “stunning” which occurs after ischemia/reperfusion. However, we could 
not detect any evidence for a direct increase of cellular ROS production through 
endothelin.  
 Einleitung – Definition der Herzinsuffizienz 
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3.  Einleitung 
3.1.  Definition der Herzinsuffizienz 
Die Herzinsuffizienz ist ein großes weltweites Gesundheitsproblem und eine echte 
Volkserkrankung. Die Rate der Neuerkrankungen liegt bei 1-4/1000 
Neuerkrankungen pro Jahr, dabei verdoppelt sich ab dem 45. Lebensjahr die 
Inzidenz jedes Jahrzehnt. Bereits jeder fünfte Amerikaner im Alter von 40 Jahren 
wird im Laufe seines Lebens eine Herzinsuffizienz entwickeln69. Die 5-Jahres-
Überlebensrate beträgt insgesamt nur etwa 40-50 % und bei schweren Formen 
der Herzinsuffizienz (NYHA Grad IV) überlebt etwa die Hälfte der Patienten das 
erste Jahr nicht. Sie ist der häufigste Grund für eine Krankenhausaufnahme in 
Deutschland und verursachte hierdurch im Jahr 2006 Kosten von fast 3 Milliarden 
Euro81. Zwar ist die alters- und geschlechtsspezifische Inzidenz der 
Herzinsuffizienzfälle nicht weiter angestiegen, jedoch ist sowohl die 
Gesamtüberlebensrate der Herzinsuffizienzpatienten als auch die Anzahl der 
Patienten, welche älter als 65 Jahre sind, deutlich gestiegen. Dies hat zur Folge, 
dass die Gesamtanzahl der Herzinsuffizienzpatienten weiterhin steigend ist94. 
Durch den Einsatz von ACE-Hemmer und Beta-Blocker entstand im Laufe der 
1990er Jahre und im neuen Jahrtausend ein Wandel in der Therapie der 
Erkrankung und eine deutliche Verbesserung der Prognose93. 
Allerdings hat es im letzten Jahrzehnt nur noch geringe medikamentöse 
Verbesserungen der Therapie der Herzinsuffizienz gegeben. Das genauere 
Verständnis der pathophysiologischen Mechanismen der Herzinsuffizienz ist daher 
wichtig, um neue Behandlungskonzepte zu einer weiteren Verbesserung der 
Therapie einer Erkrankung zu entwickeln, die immer noch eine inakzeptabel hohe 
Sterblichkeit aufweist. In der vorliegenden Arbeit liegt der Fokus auf den 
Mechanismen und Konsequenzen des oxidativen Stresses im Herzen, da diesem 
eine wichtige kausale Rolle bei der Entwicklung und dem Progress der 
Herzinsuffizienz zugeschrieben wird82.   
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3.2.  Klinische Einteilung der Herzinsuffizienz 
Die Herzinsuffizienz ist ein Syndrom, welches klinisch definiert wird durch 
Symptome wie Dyspnoe, Müdigkeit und Belastungsintoleranz sowie klinische 
Zeichen wie Ödeme, Herzrasen oder pulmonale Rasselgeräusche. Weiterhin lässt 
sich eine Herzinsuffizienz hämodynamisch definieren als das Unvermögen des 
Herzens, den Körper in Ruhe oder bei Belastung mit genügend Blut und somit 
Sauerstoff und Nährstoffen zu versorgen. Bei der asymptomatischen 
linksventrikulären Dysfunktion ist der Patient zwar beschwerdefrei, es lässt sich 
jedoch eine kardiale Dysfunktion objektivieren50. 
Die Unterteilung der Herzinsuffizienz kann nach verschiedenen Kriterien erfolgen, 
wobei diese auch überlappend vorliegen können: 
 Zeitlich: 
 Akut: Entwicklung binnen Minuten bis Stunden 
 Chronisch: Entwicklung über Tage bis Monate 
 Pathogenese: 
 Vorwärtsversagen (forward failure): kardiales Pumpversagen und 
dadurch bedingte verminderte systemische Blutversorgung 
 Low-Output-Failure: Kontraktionsstörung des Herzens und damit 
Unvermögen, das vom Körper benötigte Herzzeitvolumen aufrecht zu 
erhalten. 
 High-Output-Failure: Seltenere Form des Vorwärtsversagens mit 
pathologisch erhöhtem zirkulatorischen Bedarf des Körpers, welchem 
das gesunde Herz nicht gerecht wird und aufgrund der stark erhöhten 
Mehrarbeit im Verlauf insuffizient wird (Sepsis, Hyperthyreose, Anämie, 
hämodynamisch relevante AV-Fistel). 
 Kardiogener Schock: Maximale Ausprägung des Vorwärtsversagens mit 
ausgeprägter Hypotonie und reduziertem Herzzeitvolumen bei stark 
erhöhten Füllungsdrücken. Sehr hohe Mortalitätsrate (>70 %). 
 Rückwärtsversagen (backward failure): Rückstau von Blut in den 
Lungenkreislauf und die Körperperipherie (=Niederdrucksystem) 
 




 HFpEF: Herzinsuffizienz mit erhaltener linksventrikulärer (LV) 
Ejektionsfraktion (=diastolische Herzinsuffizienz) 
 HFrEF: Herzinsuffizienz mit verminderter LV Ejektionsfraktion (=systolische 
Herzinsuffizienz) 
 Auswirkung auf die Leistungsfähigkeit: 
 Kompensiert: kaum klinische Beschwerden mit keiner oder geringer 
Leistungsminderung 




 Biventrikuläre (=globale) Herzinsuffizienz93
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3.3.  Ätiologie der Herzinsuffizienz: 
Die Ursachen einer akuten Herzinsuffizienz sind vielfältig: 
 Myogen:   
 akuter Myokardinfarkt  
 Cardiomyopathie (dilatativ, ischämisch, restriktiv, hypertensiv, septisch oder 
endokrin-metabolisch)  
 Akute Myokarditis 
 Myokardkontusion 
 Pharmakaintoxikationen (v.a. mit negativ inotropem Effekt) 
 Hypoxie 
 Mechanisch: 
 Stenose oder Insuffizienz der Herzklappen 









 Akute Füllungsbehinderung: 
 Perikardtamponade 
 Pericarditis constrictiva 
Nach Behebung der ursächlichen Störung ist die akute Herzinsuffizienz dabei 
prinzipiell reversibel16.  
Die chronische Herzinsuffizienz wird hinsichtlich der LV-Funktion in eine 
systolische und eine diastolische Herzinsuffizienz eingeteilt (HFrEF und HFpEF, 
 Einleitung – Ätiologie der Herzinsuffizienz 
19 
 
entsprechend „Heart Faiure with reduced (oder preserved) Ejection Fraction18). 
Typisch für die HFpEF ist das Vorliegen von Symptomen einer Herzinsuffizienz bei 
normalem LV enddiastolischen Volumen und normaler systolischer Funktion. Die 
Symptome der Herzinsuffizienz (insbes. linkskardiale Stauungssymptomatik mit 
Luftnot bei erhöhtem LV Füllungsdruck) werden durch eine eingeschränkte 
Relaxationsfähigkeit des Herzens verursacht, deren genaue Ursachen derzeit 
noch nicht vollständig verstanden sind (myofilamentäre versus extrazelluläre 
Defekte oder beides). Etwa die Hälfte der Fälle einer Herzinsuffizienz entsprechen 
einer HFpEF, die Prognose ist ähnlich schlecht wie bei HFrEF und es sind 
insbesondere ältere, weibliche Patienten betroffen, häufig in Assoziation mit 
Hypertonie, Adipositas und Vorhofflimmern und selten mit einer relevanten KHK19. 
Im Gegensatz dazu findet sich bei Patienten mit HFrEF häufiger eine ischämische 
Genese. Die Behandlungsoptionen für HFpEF sind derzeit limitiert: bisher zeigte 
keines der bei HFrEF effektiven Medikamente (-Blocker, ACE-Hemmer, AT1-
Antagonist, Aldosteron-Antagonisten) einen prognostischen Benefit bei Patienten 
mit HFpEF29, 37.  
Die systolische Herzinsuffizienz wird hinsichtlich ihrer Genese in eine ischämische 
(ICM) oder nicht-ischämische (oder auch dilatative) Kardiomyopathie unterteilt 
(DCM). Bei der ICM liegt eine relevante koronare Herzkrankheit, häufig in 
Assoziation mit einem Myokardinfarkt, vor. Bei der DCM sind ein länger 
bestehender arterieller Hypertonus, abgelaufene Herzmuskelentzündungen 
(Myokarditiden), toxische Einflüsse (z.B. Alkohol) und Klappenvitien ursächlich beteiligt. 
Darüber hinaus fallen hierunter auch primäre Kardiomyopathien, die genetisch bedingt 
sind (20-30%) oder deren Ursache letztlich ungeklärt bleibt (bis zu 50%). Die DCM tritt 
gehäuft im mittleren Lebensalter auf, dabei bevorzugt bei Männern.  
 Einleitung – Pathogenese der Herzinsuffizienz 
20 
 
3.4.  Pathogenese der Herzinsuffizienz 
3.4.1. Neuroendokrine Aktivierung, oxidativer Stress und maladaptives  
Remodeling 
Bei der chronischen Herzinsuffizienz werden verschiedene neuroendokrine 
Hormonsysteme aktiviert. Eine besondere Rolle spielen hier das sympathische 
Nervensystem, erhöhte Konzentrationen des gefäßverengend wirkenden Hormons 
Endothelin (ET-1) sowie das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)68, 89. 
Diese Hormone führen über die Stimulation G-Protein gekoppelter Rezeptoren 
(GPCR) kardiomyozytäre Umbauprozesse (Remodeling) herbei, welche in vielen 
Fällen über die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) mediiert 
werden. So führt sowohl die Stimulation von -103 und -Adrenozeptoren83 (AR), 
Angiotensin- (AT1-R)
72, 86, 100, Endothelin- (ETA-R)
28 und Mineralokortikoid- (MR) 
Rezeptoren99 zu einer cytosolischen Produktion von ROS. Im Plasma14, 31 und der 
Perikardflüssigkeit75 von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz treten 
vermehrt ROS auf, wobei das Ausmaß des oxidativen Stress mit dem Ausmaß der 
linksventrikulären Dysfunktion korreliert14, 31, 75. Die wichtigsten myozytären 
Quellen für ROS sind die membrangebundene NADPH-Oxidase72, die 
Mitochondrien51, 52, die Xanthin-Oxidase21, 34 und entkoppelte NO-Synthasen105. 
Diese produzieren Superoxidradikale (O2
-), welche zu Wasserstoffperoxid (H2O2) 
und Hydroxylradikalen (OH.) umgewandelt werden51. Die zellulären Effekte von 
ROS sind vielfältig und reichen von der direkten Beeinträchtigung der 
elektromechanischen Kopplung36, 101 über die Induktion protektiver Mechanismen 
im Rahmen der ischämischen Präkonditionierung12, 43, 109 bis zur Aktivierung 
adaptiver und maladaptiver Mitogen-aktivierter Protein- (MAP-) Kinasen40 sowie 
der Induktion von Apoptose97, 98. Insbesondere die Aktivierung maladaptiver MAP-
Kinasen sowie die Induktion von Apoptose stehen in direkter kausaler Beziehung 
zum LV-Remodeling40, 78, 117.  
Die Regulation myozytärer ROS-Produktion ist komplex und unvollständig geklärt. 
ET-1 und Angiotensin II (Ang II) binden an ETA-R und AT1-R, welche über Gq/11 an 
die Phospholipase C koppeln und hier die Produktion von Diacylglycerol 96 und 
Inositol-1,4,5-Trisphosphat (InsP3) hervorrufen
59. DAG stimuliert die Protein- 
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Kinase C (PKC), welche durch die Translokation verschiedener Isoenzyme zum 
einen die NADPH-Oxidase (in nicht-kardialen Zelltypen durch die PKC 7, 104), zum 
anderen mitochondriale (mito) KATP-Kanäle aktiviert (durch mitochondriale 
Translokation von PKC 43, 79). Auch Aldosteron aktiviert über Mineralokortikoid-
Rezeptoren (MR) PKC-vermittelt die NADPH-Oxidase99. Neuere Daten 
suggerieren, dass die AT1-Rezeptor vermittelte ROS-Produktion über die 
Aktivierung von mitoKATP-Kanälen eine weitere, mitochondriale ROS-Produktion 
hervorruft, welche die MAP-Kinasen JNK, p38 und ASK phosphoryliert, während 
MEK1/2, ERK1/2 und Raf1 ROS-unabhängig phosphoryliert wurden100. Frühere 
Studien zeigten bereits, dass eine ROS-induzierte ROS-Freisetzung aus 
Mitochondrien, die über den inner membrane anion channel (IMAC)4, 6 oder den 
permeability transition pore (PTP)124 vollzogen wird, zu einer koordinierten, z.T. 
reversiblen Dissipation des mitochondrialen Membranpotentials (m) führen 
kann. Diese bedingt durch temporäres Sistieren der ATP-Produktion eine 
Aktivierung sarkolemmaler KATP-Kanäle, welche die Aktionspotentialdauer und 
somit die Erregbarkeit einzelner Zellen beeinflussen6 und (bei lokaler 
Heterogenität dieses Phänomens) kardiale Arrhythmien auslösen kann4. Ein 
Absinken der zellulären ATP-Produktion beeinträchtigt darüber hinaus ATP-
abhängige Ionentransporter, insbesondere die Ca2+-ATPase des 
sarkoplasmatischen Retikulums (SR), was unmittelbar die kardiale Kontraktilität 
beeinträchtigen kann111. Durch eine anhaltende Dissipation des m und die 
Freisetzung von Cytochrom c ins Cytosol werden Kaspasen aktiviert, die Apoptose 
induzieren97, 98.  
Diese Daten zeigen deutlich die engen Zusammenhänge zwischen myozytärer 
ROS-Produktion, elektromechanischer Kopplung, Aktivierung adaptiver und 
maladaptiver Kinasen sowie der Induktion von Apoptose. Allerdings wurde in den 
meisten Studien bisher die kardiomyozytäre ROS-Produktion entweder indirekt 
bestimmt (z.B. durch Detektion der Lipidperoxidation72, 100 oder Verwendung von 
Antioxidantien83), oder aber ihre direkte Bestimmung an Myokardhomogenaten72, 
86 oder quiescenten Kardiomyozyten durchgeführt28, 99, 103. Jedoch herrscht in 
homogenisiertem Gewebe oder quiescenten Kardiomyozyten ein nur geringer 
Energiebedarf und somit ein ebenfalls geringer O2-Verbrauch. In „schlagenden“ 
 Einleitung – Pathogenese der Herzinsuffizienz 
22 
 
Myozyten hingegen steigen Energie- und O2-Verbrauch deutlich an
41, da ATP 
durch oxidative Phosphorylierung an der mitochondrialen Atmungskette generiert 
werden muss. Allein durch elektrische Stimulation von Herzmuskelzellen nahm die 
intrazelluläre ROS-Produktion frequenzabhängig zu41. An kultivierten 
Rattenmyozyten induzierte Noradrenalin 1-AR-mediiert Apoptose, wobei 
elektrische Stimulation der kultivierten Myozyten die pro-apoptotische Potenz von 
Noradrenalin um den Faktor 100 steigerte5. Diese Daten veranschaulichen, dass 
die Bestimmung einer Rezeptor-vermittelten ROS-Produktion die Aspekte der 
elektromechanischen Kopplung und der oxidativen Phosphorylierung 




3.4.2. Regulation der oxidativen Phosphorylierung durch ADP und Ca2+   
Die wichtigsten Prozesse der oxidativen Phosphorylierung sind in Abbildung 1 
zusammengefasst. Acetyl-CoA geht als Substrat in den Citratzyklus ein, in dem 
oxidiertes NAD+ durch Dehydrogenasen zu NADH reduziert wird. NADH gibt je ein 
Elektron an die Atmungskette ab, und sequenzielle Redoxreaktionen an den 
Komplexen I, III und IV ermöglichen die Translokation von Protonen (H+) über die 
innere mitochondriale Membran. Hierdurch wird das mitochondriale 
Membranpotential (m ≈ 180 mV) etabliert, welches die Treibkraft für den H
+-
Rückfluss über die F1/F0-ATPase darstellt, an welcher ATP aus ADP und Pi 
synthetisiert wird. Die Elektronen reduzieren Sauerstoff (O2) zu Wasser (H2O). 
Unvollständige Reduktion von O2, insbesondere an den Komplexen I und III, 
erzeugt das Superoxid-Radikal (.O2
-). Unter physiologischen Bedingungen wird 
.O2
- in der Matrix durch die Mn2+-abhängige Superoxid-Dismutase (Mn-SOD) zu 
H2O2, und dieses durch die Glutathion-Peroxidase (GPX) und Peroxiredoxin zu 
H2O entgiftet. Die oxidative Phosphorylierung wird durch Ca
2+ und ADP reguliert25, 
26. Ca2+, welches während cytosolischer Ca2+-Transienten über den 
mitochondrialen Ca2+-Uniporter (MCU) in die Matrix gelangt70, stimuliert 3 
Schlüsselenzyme des Citratzyklus und somit die Reduktion von NADH, welches 
für den Elektronentransfer über die Atmungskette zur Verfügung steht. Auf der 
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anderen Seite aktiviert ADP, welches insbesondere durch ATP-Hydrolyse während der 
elektromechanischen Kopplung entsteht, die F1/F0-ATPase zu vermehrter ATP-
Generation, wodurch m dissipiert wird. Um m konstant zu halten, werden 
Elektronen von NADH an die Atmungskette abgegeben, wodurch NADH zu NAD+ 
oxidiert wird. Somit regulieren Ca2+ und ADP während variierender myozytärer 
Arbeitsbelastungen komplementär (von upstream und downstream) die 
Geschwindigkeit der oxidativen Phosphorylierung und gewährleisten gleichzeitig die 
Stabilität der zellulären ATP/ADP- und NADH/NAD+ -Quotienten25, 26.   
 





Citratzyklus mediiert die Regeneration von oxidiertem NAD
+
 zu NADH, welches Elektronen an die Atmungskette abgibt. 
Dort wird durch den Elektronenfluss ein Protonengradient erzeugt, der die Treibkraft für ATP Produktion an der F1/Fo-
ATPase darstellt. Auch die Regeneration der antioxidativen Kapazität ist an den Citratzyklus gekoppelt, da die Reduktion 
von NADPH durch Enzyme vollzogen wird, die ihre Substrate aus dem Citratzyklus beziehen. Schlüssel-Enzyme des 
Citratzyklus werden durch Ca
2+
 stimuliert. Die Abbildung zeigt schematisch die Rolle verschiedener Ionenkanäle für 




-Homöostase sowie deren Auswirkung auf den mitochondrialen Redoxstatus, 
Energie-Produktion und die Produktion von ROS. m, Mitochondriales Membranpotential; Mn-SOD, Mn
2+
-abhängige 
Superoxid Dismutase; PRX, Peroxiredoxin; GPX, Glutathion Peroxidase; TRXr/o, reduziertes/oxidiertes Thioredoxin; 
GSH/GSSG, reduziertes/oxidiertes Glutathion; TR, Thioredoxin Reduktase; GR, Glutathion Reduktase; IDPm, 
mitochondriale NADP
+







-Austauscher. ETC: Elektronentransfer-Zyklus. Abb. modifiziert nach 
Nickel, A., Löffler, J., Maack, C. (2013). "Myocardial energetics in heart failure." Basic Res Cardiol 108(4): 358. 
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3.4.3. Mechanismen erhöhter mitochondrialer ROS-Produktion bei  
Herzinsuffizienz  
Wie bereits erläutert, entstehen während der oxidativen Phosphorylierung an der 
Atmungskette bereits unter physiologischen Bedingungen Superoxidanionen (.O2
-).52 
Nach Dismutation von .O2
- zu H2O2 durch die Superoxid Dismutase (Mn-SOD) erfolgt 
die Elimination von H2O2 durch die Glutathion Peroxidase (GPX) und Peroxiredoxin 
(PRX; Abb. 1). Beide Enzyme benötigen NADPH als Elektronenlieferant, dessen 
Regeneration von Substraten des Citratzyklus abhängt (Abb. 1).95, 118 
Schlüsselenzyme des Citratzyklus (-Ketoglutarat- und Isocitrat-Dehydrogenase) sowie 
die Pyruvat-Dehydrogenase werden durch Ca2+ aktiviert, weshalb während 
physiologischer Arbeitslasterhöhung durch mitochondriale Ca2+ Aufnahme die ATP-
Versorgung an den –Verbrauch angepasst, aber auch die antioxidative Kapazität der 




3.4.4. Einfluss von [Na+]i auf mitochondriale Ca
2+-Aufnahme und ROS- 
Produktion 
 
In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden Mechanismen untersucht, durch die 
Defekte der elektromechanischen Kopplung, wie sie bei Herzinsuffizienz auftreten, 
ein energetisches Defizit und oxidativen Stress verursachen können (Abb. 1). Ein 
zentrales Defizit in insuffizienten Myozyten ist eine verminderte Ca2+-Beladung des 
SR, welche auf eine reduzierte Expression und Aktivität der SR Ca2+-ATPase 
(SERCA) sowie eine erhöhte Öffnungswahrscheinlichkeit des Ryanodin-Rezeptors 
zurückzuführen ist45, 49, 66. Darüber hinaus ist die cytosolische Na+-Konzentration 
([Na+]i) erhöht. In gesunden menschlichen Myozyten beträgt [Na
+]i 8 mM und ist in 
insuffizienten Myozyten auf 12 mM erhöht91. Eine ähnlich erhöhte [Na+]i wurde 
auch in Tiermodellen der kardialen Hypertrophie90, 92 und Insuffizienz10, 30, 90 
beobachtet. Die zugrundeliegenden Mechanismen hierfür sind noch unvollständig 
geklärt, doch wird insbesondere ein vermehrter später Einstrom über den Na+-
Kanal (später INa)
30, 56, 112 und/oder eine erhöhte Expression und Aktivität des 
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sarkolemmalen Na+/H+-Austauschers (NHE) diskutiert10. Während des 
Aktionspotenzials ermöglicht die erhöhte [Na+]i einen verstärkten einwärts 
gerichteten Ca2+-Transport über den rückwärts gerichteten Na+/Ca2+ Austauscher 
(NCX) Strom (revINCX), was die reduzierte SR Ca
2+-Beladung und somit die 
verminderten Ca2+-Transienten und die eingeschränkte Kontraktilität in 
insuffizientem Myokard teilweise kompensieren kann8, 30, 88, 115, 116.  
Allerdings beschleunigt die erhöhte [Na+]i den Na
+-abhängigen Export von Ca2+ 
aus Mitochondrien, wodurch die Ca2+-abhängige Stimulation des Citratzyklus 
während -adrenerger Stimulation reduziert und so der Redoxstatus von 
NADH/NAD+ oxidiert wird, was ein energetisches Defizit bei Patienten mit 
Herzinsuffizienz80 aggravieren könnte70. In weiteren Arbeiten unserer Gruppe 
konnte beobachtet werden, dass hierdurch auch die Regeneration von NADPH 
gestört ist, was eine vermehrte mitochondriale Emission von H2O2 und somit 
oxidativen Stress verursacht61. Darüber hinaus verursacht die erhöhte [Na+]i einen 
verstärkten Ca2+-Einstrom über den sarkolemmalen Na+/Ca2+-Austauscher (NCX) 
während des Aktionspotenzials, was auf der einen Seite die bei Herzinsuffizienz 
verringerte Ca2+-Beladung des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) und die 
hierdurch verringerte Amplitude des cytosolischen Ca2+-Transienten partiell 
kompensiert13. Auf der anderen Seite ist dies aber für die mitochondriale Ca2+ 
Aufnahme von Nachteil, da diese aufgrund der geringen Ca2+-Affinität des 
mitochondrialen Ca2+-Uniporters (MCU) auf die enge räumlichen Assoziation von 
Mitochondrien zum SR und die koordinierte Ca2+ Freisetzung aus diesem 
angewiesen ist (sog. mitochondriale Ca2+-Mikrodomäne64), was durch eine eher 
langsame trans-sarkolemmale Ca2+-Aufnahme über den NCX nicht gegeben ist63.  
In neueren Arbeiten unserer Gruppe wurde Mitofusin-2 (Mfn2) als ein „Linker-
Protein“ identifiziert, welches Mitochondrien an das SR „koppelt“ und somit eine 
wichtige molekulare Komponente dieser mitochondrialen Ca2+ Mikrodomäne 
darstellt23. Die genetische Deletion von Mfn-2, aber nicht Mfn-1 verursachte die 
Oxidation von NAD(P)H während physiologischer Arbeitslast23 und die 
Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie (unpublizierte Daten aus derselben 
Kooperation), ohne hierbei die (durch Mfn-1 redundant kontrollierte) 
mitochondriale Fusion zu beeinträchtigen.23  
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3.4.5. Mögliche Regulation mitochondrialer ROS-Produktion über ET-1? 
ET-1, welches vermehrt in insuffizientem Myokard vorliegt68, 89, induziert durch 
Aktivierung des NHE43 einen Anstieg der [Na+]i, was über einen gesteigerten 
revINCX einen positiv inotropen Effekt hervorruft
74.  
 
Abbildung 2: Etablierte, postulierte und zu untersuchende Zusammenhänge zwischen elektromechanischer Kopplung, 
mitochondrialer Energetik, GPCR-Aktivierung, myozytärer ROS-Produktion und MAP-Kinasen Aktivierung. GR, Glutathion-




















-Austauscher. GPCR, G-Protein gekoppelte Rezeptoren; PLC, Phospholipase C; PKC, Protein Kinase C; PIP2, 
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat; DAG, Diacylglycerol; InsP3, Inositol 1,4,5-Trisphosphat; NA, Noradrenalin; ADR, 











Interessanterweise wird ebenfalls der AngII-induzierte positiv inotrope Effekt über 
einen parakrinen Mechanismus durch ET-1 vermittelt, welches in Myozyten 
produziert wird28, 119. ET-1 induziert über Aktivierung des NHE und revINCX eine 
kardiale Hypertrophie58, 71, während die Reduktion der [Na+]i (durch NHE-
Inhibition) das Entstehen einer Herzinsuffizienz vermindert11. Dies legt nahe, dass 
dem Anstieg der [Na+]i eine wichtige pathophysiologische Rolle hinsichtlich des 
myokardialen Remodelings zukommt. Unklar ist derzeit jedoch, über welchen 
Mechanismus dies geschieht. Eine Übersicht über die Integration der 
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mitochondrialen ROS Produktion mitsamt seiner Regulation über Ca2+ und Na+ mit 
cytosolischer ROS Produktion an der NADPH Oxidase als Antwort auf Stimulation 
G-Proten gekoppelter Rezeptoren im Rahmen der neuroendokrinen Aktivierung 
zeigt Abb. 2. 
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3.5.  Ziel dieser Arbeit 
Durch die Stimulation von Gq/11--gekoppelten (z.B. ETA-, AT1- und α-adrenergen) 
Rezeptoren wird die Protein-Kinase C (PKC) aktiviert, die sowohl eine NADPH-
Oxidase-abhängige als auch eine mitochondriale ROS-Produktion hervorrufen 
kann. In den meisten Studien wurde die myozytäre ROS-Produktion bisher 
entweder indirekt oder in ruhenden Zellen bestimmt. Ziel der Arbeit ist es daher, 
die myozytären ROS-Produktion und ihre hormonelle bzw. molekulare Regulation 
an isolierten Herzmuskelzellen, in denen durch externe Stimulation die 
elektromechanische Kopplung abläuft, zu untersuchen. Letzteres ist insofern von 
Bedeutung, als eine mitochondriale ROS-Produktion durch einen bei myozytärer 
Arbeit bestehenden Elektronenfluss entlang der Atmungskette begünstigt wird. 
Darüber hinaus soll die Bedeutung der intrazellulären Na+-Konzentration ([Na+]i) 
für diese Prozesse untersucht werden, da diese in Myozyten des insuffizienten 
Herzens erhöht ist, durch GPCR reguliert wird und die mitochondriale Energetik 
ungünstig beeinflusst. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, zu 
untersuchen: 
1) inwiefern ROS eine kontraktile und energetische Dysfunktion in 
Herzmuskelzellen überhaupt induzieren, 
2) ob die Stimulation von Herzmuskelzellen mit ET-1 zu einer Zunahme der 
Kontraktilität führt,  
3) welchen Einfluss ET-1 auf die cytosolische Ca2+ und Na+ Homöostase hat, 
4) ob ET-1 zu einem Anstieg der ROS Produktion in arbeitenden Myozyten 
führt.  
5) Falls ja, wäre interessant, ob diese ROS aus Mitochondrien stammen und 
auf die Erhöhung von [Na+]i zurückzuführen sind, oder ob sie eher von der 
NADPH Oxidase produziert werden.  
Die Ergebnisse sollen Schlüsselprozesse in der Regulation der myozytären ROS-
Produktion durch neuroendokrine Aktivierung aufklären und Angriffspunkte für 
therapeutische Interventionen zur Suppression des kardialen Remodelings 
identifizieren. 
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Die Experimente, die meiner Dissertation zu Grunde liegen, waren Teil eines 
größeren Projektes, an welchem auch andere Mitarbeiter der AG Maack beteiligt 
waren. Um aber die Ergebnisse meiner eigenen Experimente in den richtigen 
Kontext zu rücken, werden diese zusammen mit den Ergebnissen der anderen 
Kollegen berichtet, um die logischen Zusammenhänge auch schon im Ergebnis-
Teil besser darstellen zu können. Die Ergebnisse andere Mitarbeiter werden in 
den Abbildungen entsprechend ausgewiesen. An diesem Projekt waren neben mir 
beteiligt:  
1.) Frau Dr. Tanja Zeller (TZ) 
2.) Frau Dr. Monika Dudenhöfer (MD) 
3.) Herr Dr. Andreas Knopp (AK) 
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4.  Materialien und Methoden 
4.1.  Verwendete Lösungen und Stoffe 
Grundlösung (Normaltyrode): 
NaCl 130 mmol/l, KCl 5 mmol/l, MgCl2 1 mmol/l, Na-HEPES 10 mmol/l, Glukose 
10 mmol/l, Na-Pyruvat 2 mmol/l, Ascorbinsäure 0,3 mmol/l, EGTA 50 mmol/l. 
pH-Wert: 7,4 (Korrektur mit NaOH oder HCl) 
Für die Messungen schrittweise Zugabe von CaCl2 1,25 mmol/l 
Isolationslösung: 
NaCl 130 mmol/l, KCl 5 mmol/l, MgCl2 1 mmol/l, Na-HEPES 10 mmol/l, Glukose 
10 mmol/l, Na-Pyruvat 2 mmol/l, Ascorbinsäure 0,3 mmol/l, Collagenase 18 mg/40 
ml, Protease 4,3 mg/40 ml. 
pH-Wert: 7,4 (Korrektur mit NaOH oder HCl) 
High-K+-Lösung: 
K-Glutamat 120 mmol/l, KCl 25 mmol/l, MgCl2 1 mmol/l, Na-HEPES 10 mmol/l, 
Glukose 10 mmol/l, Na-Pyruvat 2 mmol/l, Ascorbinsäure 0,3 mmol/l.  
pH-Wert: 7,4 (Korrektur mit KOH oder HCl) 
Isoprenalin 
Isoprenalin (ISO, C11H17NO3, Fa. Sigam Aldrich) ist ein synthetisch hergestelltes 
Sympathomimetikum, welches ein Racemat-Derivat des Noradrenalins ist. Es 
aktiviert selektiv β-Adrenorezeptoren, im Gegensatz zu Noradrenalin, welches 
vorrangig α-Rezeptoren aktiviert. Isoprenalin bewirkt durch Aktivierung der 
Adenylatcyclase (AC) die Bildung von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP), 
welches wiederum die Proteinkinase A aktiviert und eine Phosphorylierung von 
spannungsabhängigen Calciumkanälen bewirkt. Dies führt zu einer Steigerung des 
Calciumeinstroms während der Depolarisationsphase, zu einer erhöhten intrazellulären 
Calciumkonzentration und damit zu einer Kontraktilitätssteigerung7, 97, 98. 
 
 




Endothelin-1 und Angiotensin II 
Endothelin-1 (ET-1) gehört zu den körpereigenen vasoaktiven Substanzen und 
fungiert als hochwirksamer Vasokonstriktor bei der Regulierung des Blutdruckes. 
Seine gefäßverengende Wirkung wird etwa hundertmal höher als die von z.B. 
Noradrenalin geschätzt. Insbesondere bei Patienten mit Herzinsuffizienz werden 
erhöhte Endothelinspiegel messen12, 28.  
Angiotensin II (Ang II) ist ein körpereigenes Peptidhormon, welches eine wichtige Rolle 
bei der Blutdruckregulierung und Koordination des Wasserhaushaltes im Rahmen des 
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) einnimmt33, 86.  
Die beiden Hormone vermitteln ihre Wirkung über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, 
wobei aktuell geklärt werden soll, ob eine dadurch aktivierte Isoform der PKC eine Rolle 
bei der NADPH-Oxidase-vermittelten ROS-Produktion einnimmt. 
Lucigenin 
Lucigenin (C28H22N4O6, Fa. Santa Cruz Biotechnology Inc.) ist ein chemischer 
Leuchtstoff, welcher dazu benutzt wird, endogen gebildete Superoxid-Radikale 
nachzuweisen. Durch chemische Reaktion des Lucigenin mit dem Superoxid-
Anion entsteht ein Lucigenin-Salz, welches eine verstärkte Leuchtkraft besitzt und 
dessen Leuchten gemessen werden kann und mit der Menge der gebildeten 
Sauerstoffradikale korreliert. Weiterhin besitzt es die Eigenschaft, die Reduktion 
von Cytochrom C durch die Xanthinoxidase zu mediieren sowie die Funktion der 
NADPH-Oxidase zu erhöhen99.  
Apocynin 
Apocynin (C9H10O3, Fa. Sigma Aldrich) ist eine chemisch-organische Substanz, 
welche sich von Acetophenon ableitet und zur Familie der Vanilline zählt. Es 
fungiert als selektiver Inhibitor der NADPH-Oxidase ohne Beeinflussung anderer in 
der Zelle befindlicher Strukturen100. 
Diphenyleniodinium (DPI)  
Diphenyleniodinium (DPI, C12H8CI, Fa. Sigma Aldrich) ist ebenfalls ein Inhibitor 
der NADPH-Oxidase. Es besitzt die Eigenschaft, die NO-Synthetase in 
 Materialien und Methoden – Verwendete Lösungen und Stoffe 
32 
 
Macrophagen zu hemmen102. Als Inhibitor von Flavoproteinen inhibiert DPI auch 
die Komplexe der Atmungskette. 
Chelerythrine 
Chelerythrine (CHE, C21H18NO4) ist ein pflanzliches Alkaloid des Schöllkrautes 
(Chelidonium majus). Es wirkt als sehr potenter und selektiver Inhibitor der 
Proteinkinase C. Dabei hemmt es die Translokation der PKC aus dem Zytosol an 
die Zellmembran101. 
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA, C36H56O8) ist ein Stoff aus der Gruppe der 
Phorbolester. Es besitzt eine große strukturelle Ähnlichkeit mit dem körpereigenen 
PKC-Aktivator Diacylglycerol (DAG) und wirkt als dessen Analogon ebenfalls 
aktivierend auf die Proteinkinase C105. 
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4.2.  Isolation von Herzmuskelzellen aus Meerschweinchen-Herzen 
Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) wurden durch enzymatische Isolation aus 
Meerschweinchen Herzen isoliert. Hierzu wurden Meerschweinchen zunächst mit 
Pentobarbital (~70 mg, je nach Größe des Tieres) in Narkose versetzt siehe Abb. 3). 
Sobald auf leichten und dann stärkeren Schmerzreiz keine Reaktion mehr erfolgte, 
wurde mit der Präparation begonnen.  
Das Meerschweinchen wurde vom Unterbauch aufwärts aufgeschnitten. Nach 
Durchtrennung des Zwerchfells und des Sternums konnte man das noch 




Abbildung 3: Narkose des Meerschweinchens                                Abbildung 4: Präparation des Meerschweinchens 
 
Dieses wurde mitsamt Aorta herausgetrennt und sofort in eisgekühlte Normal-
Tyrodelösung überführt (Abb. 5). Hier erfolgten zunächst die Entfernung von 
versehentlich mit herausgetrennten Lungenanteilen, Bindegewebe sowie die 
Abpräparation des Perikards. Danach wurde das Herz an die Perfusions-









 Abbildung 5: Überführung des Herzens in Normaltyrode      Abbildung 6: Langendorff-Perfusionsanlage 
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Hierfür wurde die Aorta über die Perfusionskanüle, über welche dann die 
Isolationslösungen flossen, geschoben und festgebunden (Abb. 7). 
Hiernach erfolgte die retrograde Perfusion der Aorta, was die Perfusion des 
Herzens über die Koronararterien ermöglichte. Die Perfusionsgeschwindigkeit 
betrug 8,4 ml/min. Dabei wurde das Herz mit einem erwärmten Wasserbadgefäß 
umgeben und so auf 37 °C gehalten (Abb. 8), die Perfusionslösungen wurden 
ebenfalls auf 37 °C erwärmt. Die Perfusion erfolgte zunächst drei Minuten lang mit 
oxygenierter Normal-Tyrodelösung, danach sechs Minuten lang mit oxygenierter 
Kollagenase-Lösung. Dabei wurde genau verfolgt, ab wann die herabtropfende 
Flüssigkeit aus dem Herzen beginnt, immer längere Tropfen zu ziehen, was den 
Beginn der enzymatischen Verdauung von Collagen durch Collagenase anzeigt. 
Von da an wurde das Herz weitere zwei Minuten mit der Kollagenase-Lösung 
perfundiert. Anschließend erfolgte sieben Minuten lang die Perfusion mit 
oxygenierter, hyperkaliämischer Lösung (High-K+-Lösung). Danach wurden die 
Ventrikel von den Vorhöfen auf Klappenebene mit einer Schere abgetrennt und in 
eine mit hyperkaliämischer Lösung gefüllte Petrischale gelegt. 
  
Abbildung 7: Befestigung an der Anlage                 Abbildung 8: Erwärmtes Wasserbad 
 
Das Ventrikelgewebe wurde mit einer Schere in etwa 1 mm3 große Stücke 
geschnitten und die Gewebestücke mittels einer Pipette vorsichtig resuspendiert, 
um die Myozyten aus dem Zellverband zu lösen (Abb. 9). Danach wurde die 
Suspension über einen vorher in Ethanol getränkten und anschließend 
getrockneten Filter gegeben, um grobe Gewebestücke zu entfernen. Die gefilterte 
Flüssigkeit wurde etwa fünfzehn Minuten stehen gelassen, damit sich die isolierten 
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Myozyten absetzen konnten. Der Überstand wurde danach entfernt und die Zellen 
mit DMEM-Medium versetzt. Es erfolgte die Lagerung bei 37 °C für eine Stunde im 
Medium. Danach wurde das Medium wieder abpipettiert und die Zellen in 
calciumhaltige Normal-Tyrodelösung überführt. So wurden die Myozyten (Abb. 10) 
bis zum Beginn der Versuche bei 37 °C gelagert.  
Die Isolation der Meerschweinchenkardiomyozyten war um so erfolgreicher, die 
Ausbeute um so besser und die Zellen waren umso stabiler, je optimaler es 
gelang, das noch schlagende Herz des Tieres möglichst schnell gekühlt vom 
Perikard zu befreien und so schnell wie möglich an der Anlage anzubringen und 
mit der Isolation zu starten. 
 
Abbildung 9: Zerkleinerung des Myokards     Abbildung 10: Isolierte ventrikuläre Myozyten 
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4.3.  Bestimmung der Zellverkürzung in isolierten Herzmuskelzellen 
Die Bestimmung der Zellverkürzung und der anderen ergänzenden Parameter 
erfolgte mit einem speziellen Mess-System (Complete Single Cell Investigation 
System, Fa. Scientific Instruments GmbH, Heidelberg, Abb. 11).  
Während der Messung lagen die isolierten Zellen in einer Stimulationskammer unter 
dem Mikroskop. Es konnte jeweils nur eine einzelne Zelle während des 
Messvorganges aufgenommen werden, so dass die am besten kontrahierende Zelle 
ausgewählt und möglichst horizontal im Mikroskop eingestellt wurde, um so von der 
Zeilenkamera besser erfasst werden zu können. Bei 100-facher Vergrößerung 
erfolgte dann die Messung. Dabei wurde die Zelle von zwei Kameras erfasst. Die 
erste Kamera  gab nochmals das Mikroskopbild vergrößert  auf einem Monitor 
wieder, die zweite Kamera war eine so genannte Zeilenkamera, welche die Enden 
des Myozyten und damit die Länge und Längenveränderung während der Kontraktion 
erfasste. Die Erfassung der Zellenden erfolgte dabei über die Erkennung von 
Helligkeitsunterschieden in der Kammer, dabei konnte die Kamera v.a. 
Helligkeitsunterschiede in horizontaler Ebene besonders gut erfassen, weshalb es 
wie anfangs schon genannt wichtig war, dass die zu messende Zelle möglichst 
horizontal im Mikroskop eingestellt wurde (Abb.12). 
 
Abbildung 11:  Mess-System Complete Single    Abbildung 12: Zellerfassung der Zeilenkamera 
Cell Investigation System 
 
Das aufgenommene Bild der Kamera wurde auf einem Oszillographen dargestellt, 
bei welchem die Ablenkzeit auf dem Horizontalverstärker mit 5 V/div eingestellt 
wurde. Für die Bilddarstellung wurde er intern getriggert, so dass man ein 
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stehendes Bild erhielt. Wurde nun durch die Zeilenkamera verschiedene 
Helligkeiten wahrgenommen, so wurden diese auf dem Oszillographen als 
verschieden starke y-Auslenkung dargestellt. Diejenigen Amplituden, welche die 
Zellgrenzen darstellten, konnten an ihrer horizontalen Bewegung identifiziert 
werden und waren jeweils auch meist die höchsten Amplituden. Hierdurch war es 
nun möglich, die Zellkontraktion auf dem Oszillographen zu beobachten. Schematische 












Abbildung 13: Anzeige der Zelllänge im Oszillographen 
 
Der Oszillograph wurde als Zwei-Kanal-Oszillograph betrieben. Am zweiten Kanal lag 
eine feste Spannung des Interface an. Wurde sie abgelesen, stellte sie sich als eine 
weitere horizontale Linie einer bestimmten Höhe auf dem Bildschirm des 
Oszillographen dar. Wurde sie nicht abgelesen, zeigte der Oszillograph eine 
horizontale Linie in der Höhe Null. Diese zweite Spannung wurde extern über das 
Interface getriggert, indem man eine Triggermarke des Interface setzte, die ebenfalls 
vom Interface auf dem Oszillograph durch eine Amplitude sichtbar gemacht wurde, 
vor einer Amplitude des Zellbildes. Erreichte nun die ansteigende Spannung des 
Zellbildes (sichtbar durch den Anstieg der Amplitude des Zellbildes) den Wert, der 
durch den Triggermarker vorgegeben wurde (sichtbar durch die Amplitude des 
Triggermarkers), so begann der Oszillograph, die Interface-Spannung am zweiten 
Kanal aufzuzeichnen. Am Bildschirm des Oszillographen sah man an dieser Stelle im 
Bild des zweiten Kanals einen Sprung der Horizontalen aus der Null-Position in die 
Höhe. Veränderte nun die Amplitude des Zellbildes im Zuge der Kontraktion ihre 
Position, so veränderte sich auch die Position, an welcher der Trigger-Wert erreicht 
wurde. Damit veränderte sich ebenso die Stelle, an der die Horizontale nach oben 
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sprang. Im bewegten Bild sah man, wie sich die obere Horizontale an ihrer Kante vor 
und zurück bewegte. Man konnte also die Zelllänge und die Zellkontraktion an dieser 
Zellkante anhand der Horizontalen beobachten. An der anderen Zellkante verfuhr 
man analog. Wurde die Spannung ein- bzw. ausgeschaltet, so wurde diese 
Information über den Oszillographen an das Interface und von da an den Computer 
weitergeleitet. Die gemessenen Daten wurden auf dem Rechner mit einem speziell 
entwickelten Software Programm (Mucell; Scientific Instruments GmbH, Heidelberg, 
Deutschland) registriert und weiter verarbeitet.  Über die Verarbeitung der 
verschiedenen Spannungsimpulse sowie Helligkeitsänderungen und Darstellung im 
Oszillographen erstellte das Programm aus all diesen Informationen die Länge der 
Zelle absolut sowie deren Veränderung im Verlauf der Kontraktion und stellte diese 
Informationen in einem Graphen dar. In diesem graphischen Abbild konnte man die 
Länge des Myozyten zu einem bestimmten Zeitpunkt sehen, sowie einen 
Verlaufsgraphen mit den jeweiligen Kontraktionsstärken in Abhängigkeit von der Zeit.  
Das Programm erkannte dabei durch die Übermittlung der Information „Spannung 
ein-Impuls gesendet“ an der jeweils einsetzenden Längenverkürzung den Beginn 
einer Kontraktion. Dabei wurden jeweils folgende Werte aufgezeichnet: 
1. Die maximale Zelllänge (diastolische Zelllänge) in Mikrometer 
2. Die minimale Zelllänge (systolische Zelllänge) in Mikrometer 
3. Die Zeit vom Kontraktionsbeginn bis zur maximalen Kontraktion („Time-to-
Peak“) in Millisekunden 
4. Die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit in Mikrometer pro Sekunde  
(Bestimmung aus der ersten Ableitung der Kontraktionskurve) 
5. Die maximale Relaxationsgeschwindigkeit in Mikrometer pro Sekunde 
6. Die Zeit von der 10 %-igen Zellkontraktion bis zur vollständigen Zellkontraktion 
in Millisekunden („T10-to-Peak“) 




Aus diesen Parametern berechnete das Programm dann weitere drei ergänzende  
Parameter: 
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1. Der Quotient _L/L: Differenz aus diastolischer und systolischer Zelllänge 
(_L). In Prozent ausgedrückt zeigt die _L/L an, um wie viel Prozent ihrer 
diastolischen Länge sich die Zelle während der Kontraktion verkürzt. 
2. Die Conmax als Ratenkonstante für maximale Kontraktionsgeschwindigkeit: 
Die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit wird als erste zeitliche Ableitung 
der Zellverkürzung bestimmt und in μm/s angegeben. 
3. Die Relmax als Ratenkonstante für die maximale 
Relaxationsgeschwindigkeit wird als erste zeitliche Ableitung der Relaxation 
bestimmt und in μm/s angegeben. 
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4.4.  Bestimmung von intrazellulären Ionenverhältnissen und Membran- 
spannungen mittels Fluoreszenz-Imaging und Patch-Clamp-Technik 
4.4.1.  Die Patch-Clamp-/Fluoreszenz-Imaging-Anlage und das -Verfahren 
Alle in unseren Experimenten benutzten Farbstoffe bis auf FURA-2 wurden an 
einer Patch-Clamp- und Fluoreszenz-Imaging-Anlage gemessen. Diese besteht 
aus einem kombinierten Messplatz aus Patch-Clamp- und Fluoreszenz-Setup mit 
einem inversen Mikroskop (NIKON Eclipse TE 2000-U; Nikon Instruments Europe 
B.V.), welches auf einem schwingungsgedämpften Tisch (TMC SyS 63-560; 
Technical Manufacturing Corporatia USA) unter einem selbstgebauten 









Abbildung 14: Patch-Clamp-Arbeitsplatz                                            z  
 
Die Patch-Clamp-Einheit besteht aus einem HEKA EPC 10 und wurde mit der 
Software PatchMaster (V2.11) der Firma HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH 
betrieben. Durch diese Software wurden auch direkt das Filterrad und der Shutter 
betrieben sowie indirekt über den EPC 10 auch der Stimulator (SIU-102; Warner 
Instruments, LLC USA). Durch den  PatchMaster wurden weiterhin auch die 
Daten der Photoelektronen-Vervielfacher (engl. photomultiplier tube, PMT) 
aufgezeichnet. Die Fluoreszenz-Einheit an sich besteht weiterhin aus einer 
Anregungseinheit (EXFO X-Cite Series 120; Lumen Dynamics Group Inc. 
Canada) mit einer 120 Watt „High Pressure Metal Halide ARC“-Lampe (X-
Cite®120LAMP; Lumen Dynamics Group Inc. Canada), einem Filterrad mit 

























exc1 = 360 nm
exc2 = 485 nm
















































verschiedenen Filtern (diese sind in Abb. 16 als Tabelle genauer aufgeführt) zum 
schnellen Wechsel zwischen zwei Anregungswellenlängen (LAMBDA 10B / 
SMART SHUTTER; Sutter Instruments USA) und drei PMTs(PTI Model 814; 
Photon Technology International Canada), denen verschiedene austauschbare 
Filter und Strahlenteiler vorgeschaltet sind (siehe Abb. 16)  Eine schematische 
Skizze des Setups ist in Abb. 15 dargestellt. 
 Abbildung 15: Schematische Darstellung der Fluoreszenz-Imaging-Anlage. Anordnung von Lichtquelle, Filterwechsler, 
dichroischen (DC) Spiegeln, Bandpass (BP) Filtern und Photomultiplier Röhren (PMT). 
 
 
Weiterhin bestand bei unseren Experimenten die Möglichkeit, über die Versuchs-
Kammer (RC27NE), über eine beheizbare Plattform (PH-1) und über eine 
Durchfluss-Heizung (SHM6 221 1301) eine bestimmte Temperatur während den 
Experimenten aufrecht zu erhalten. 
Die Steuerung der Temperatur erfolgte durch einen „ Dual Automatic Temperatur 
Controler“ (TC-344B). Alle Geräte für die Temperaturregulierung als auch die 
Versuchs-Kammer wurden von der Firma Warner Instruments, LLC USA 
bezogen. Die Versuchs-Kammer an sich wurde für die Experimente nach unten 
hin durch ein mit Silikon abgedichtetes Deckgläschen begrenzt und beinhaltet 
Platinstimulationselektroden. Für die Experimente wurden die jeweiligen 
Deckgläschen mit Laminin (Roche, 11243217001) beschichtet, bevor die 
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Myozyten appliziert wurden, um ein „Wegschwimmen“ der Zellen bedingt durch 
den Flussstrom der durchfließenden Experiment-Lösungen zu vermeiden. 
 
Spiegel  Filterset Farbstoffe Ort 
D365/10x 1 & 2 NADH / Indo 1 Im Filterrad (Position 2) 
D490/20x 2 DCF / Fluo 4 Im Filterrad (Position 3) 
D540/25x 1 TMRM / Rhod 2 Im Filterrad (Position 1) 
390/560/1064 pc 1 Indo 1 / Rhod 2 od. TMRM Im Mikroskop (Filter 1) unterm 
Objektiv. 51000bs 2 NADH / Fluo 4 oder DCF Im Mikroskop (Filter 2) unterm 
Objektiv. 440dcxr 1 Indo 1 /Rhod 2 od. TMRM Im Strahlenteiler Würfel vor 
PMT1 490dcxru 2 NADH / Fluo 4 oder DCF Im Strahlenteiler Würfel vor 
PMT1 565dcxr 1 Indo 1 / Rhod 2 od. TMRM Im Strahlenteiler Würfel  zw. 
PMT2 & 3 Reiner Spiegel 2 NADH / Fluo 4 oder DCF Im Strahlenteiler Würfel  vor 
PMT2 D405/30m 1 Indo 1 Vorm  PMT1 
D455/35m 2 NADH Vorm  PMT1 
D485/25m 1 Indo 1 Vorm  PMT2 
D525/30m 2 Fluo 4 / DCF Vorm  PMT2 
D605/55m 1 Rhod 2 / TMRM Vorm  PMT3 
Abbildung 16:   Tabelle mit der Darstellung der verschiedenen genutzten Filter. Filterset 1  wurde für die Messung von 
Indo 1, Rhod 2 sowie TMRM benutzt. Filterset 2 wurde für die Messung von NAD(P)H , Fluo4 oder DCF benötigt. Die 
Filter und Spiegel sind jeweils austauschbar und wurden entsprechend dem durchgeführten Experiment jeweils 
ausgetauscht. Alle Filter und Spiegel wurden von der Firma ChromaTechnology Corp, USA bezogen 
 
 Die statistische Analyse der Daten sowie die Erstellung der Grafiken erfolgte 
entweder über Microsoft Office Excel  oder mittels der Software GraphPadPrism 
(GraphPad Software, Inc.). 
 
4.4.2.  Fluoreszenz-Farbstoffe 
Bei Farbstoffen wird zwischen ratiometrischen und nicht ratiometrischen 
Farbstoffen unterschieden. Ratiometrischen Farbstoffe besitzen entweder zwei 
Anregungswellenlängen (Exc) und eine Emissionswellenlänge (Em) wie z.B. 
Fura2 oder umgekehrt eine Anregungswellenlänge und zwei 
Emissionswellenlängen wie z.B. Indo 1. In den meisten Fällen intensiviert sich 
bei einer der beiden Wellenlängen das Fluoreszenzsignal bei der Bindung des 
Liganden und schwächt sich dementsprechend bei der zweiten Wellenlänge ab, 
teilweise kann das Signal aber auch konstant bleiben.  Das Verhältnis (Ratio) der 
beiden Wellenlängen ist unabhängig von der Intensität der beiden Wellenlängen 
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(da sich diese mathematisch herauskürzt und damit relativiert) und ist somit 
unabhängig von der Größe des gemessenen Objektes und dessen Beladung mit 
dem Farbstoff. Daher ist die Ratio ein direktes Maß für die Konzentration des 
Liganden. Die nicht ratiometrischen Farbstoffe teilen sich nochmals auf in welche 
die durch Bindung des Liganden eine reversible (z.B. Fluo 4 & Rhod 2) oder eine 
irreversible Intensitätsänderungen (z.B. DCF) zeigen. Nicht ratiometrische 
Farbstoffe haben nur eine Anregungs- und eine Emissionswellenlänge und 
werden deshalb als „Pseudo-Ratio“ (F/F0) dargestellt, wobei die gemessene 
Fluoreszenz (F) zu einem beliebigen Zeitpunkt des Experimentes auf den 
Fluoreszenzwert zu Beginn des Experimentes (F0) bezogen wird. Bedingt durch 
diese Eigenschaft können nicht ratiometrische Farbstoffe nur Änderungen der 
Konzentration des Liganden innerhalb des Experiments aufzeigen, lassen aber 
keine Rückschlüsse auf Konzentration des Liganden vor Beginn des 
Experimentes zu.  
In unseren Experimenten wurden folgenden Fluoreszenzfarbstoffe (Abb. 17 zeigt 
eine genaue Übersicht über Hersteller und Bestellnummer) verwendet:  
 Für [Ca2+]c: Indo-1 Salz (Exc = 360 nm; Em = 405/495 nm) als 
zellimpermeabler Farbstoff zur intrazellulären Applikation über die Patch-
Pipette oder als Indo 1 AM bzw. Fura 2 AM (Exc = 340/380 nm; Em = 510 
nm) als zellpermeabler Indikator. Beide Farbstoffe erlauben die 
ratiometrische Bestimmung der [Ca2+]c, welche durch Kalibration 
quantifiziert werden kann. Fluo 4 AM (Exc = 485 nm; Em = 525 nm) ist ein 
zellpermeabler Indikator. 
 Für [Ca2+]M: Rhod 2 AM (Exc = 540 nm; Em = 605 nm) zellpermeabler 
Indikator. 
 Für H2O2: DCF (Exc = 485 nm; Em = 525 nm) zellpermeabler Indikator. 
 Für m: TMRM (Exc = 540 nm; Em = 605 nm) zellpermeabler Indikator. 
 Für NADH: Autofluoreszens (Exc = 360 nm; Em = 450 nm). Die 
Quantifizierung erfolgt durch Applikation von FCCP und Cyanid am Ende 
eines jeden Experimentes. Durch FCCP kommt es zur vollständigen 
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Oxidation, durch Cyanid zur Reduktion von NADH, so dass der Anteil des 
reduzierten NADH berechnet werden kann.  
Farbstoff Ligand Bezeichnung / Bestellnummer / Firma 
TMRM m Tetramethylrhodamine, Methyl Ester, Perchlorate / T-668 /  
Molecular Probes®; Life Technologies 
Fluo 4 AM Ca
2+
 Fluo-4, AM, cell permeant / F14201 / 
Molecular Probes®; Life Technologies 
Fura 2 AM Ca
2+
 Fura-2, AM, cell permeant / F1221 /  
Molecular Probes®; Life Technologies 
Indo 1 AM Ca
2+
 Indo - 1, AM, cell permeant / 84008 / AnaSpec, EGT Corporate 
Indo 1 salt Ca
2+
 Indo - 1, pentapotassium salt / 84000 / AnaSpec, EGT Corporate 
DCF H2O2 CM-H2DCFDA / C6827 / Molecular Probes®; Life Technologies 
Rhod 2 AM Ca
2+




Abbildung 17:   Tabelle mit der Darstellung der verschiedenen genutzten Filter. Filterset 1  wurde für die Messung von 
Indo 1, Rhod 2 sowie TMRM benutzt. Filterset 2 wurde für die Messung von NAD(P)H , Fluo4 oder DCF benötigt. Die 
Filter und Spiegel 
 
Die Fluoreszenzfarbstoffe werden entweder durch Präinkubation oder mit Hilfe 
der Patch-Clamp Technik über die Patch-Pipette in die Zelle direkt eingebracht. 











Abbildung 18: Schematische Darstellung der Patch-Clamp- Methode                        e 
 
 




 Indo-1 AM / Fura2 AM / Fluo4 AM: 20 Minuten bei Raumtemperatur im 
Dunklen in Medium, anschließend wurde das Medium gewechselt und die 
Zellen in Normaltyrode überführt 
 Rhod2 AM: Eine Stunde bei 37°C im Dunklen, anschließend Mediumwechsel 
zum Entfernen des nicht aufgenommen Farbstoffes und erneute Lagerung 
für eine Stunde bei 37°C im Dunkeln. 
 DCF: Die Zellen wurden in Normaltyrode überführt und für 20 Minuten bei 
37°C inkubiert, anschließend erfolgte die erneute Überführung in 
Normaltyrode 
 TMRM: Überführung der Zellen in Normaltyrode und Inkubation für 10 
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5.  Ergebnisse  
5.1.  Effekte exogener ROS auf die elektromechanische Kopplung in  
 Herzmuskelzellen 
Es ist bekannt, dass ROS zu einer kontraktilen Dysfunktion führen können. Viele 
dieser Experimente, insbesondere auch Arbeiten unserer eigenen Gruppe71 , 
wurden an isolierten Herzmuskeltrabekeln durchgeführt. An diesen kann aber nur 
die Kontraktilität aufgezeichnet werden. Um jedoch Aufschluss über die zellulären 
Defekte zu erlangen, die durch eine akute ROS-Freisetzung ausgelöst werden 
können, haben wir zunächst den Einfluss von ROS auf die elektromechanische 
Kopplung, aber auch die mitochondriale Energetik, an isolierten Meerschweinchen 



















-NTA, 0,1 mmol/l; H2O2, 1 mmol/l) in Meerschweinchen-Kardiomyozyten. 
A und B: Effekte von 
 .
OH auf die Zellverkürzung im Zeitverlauf (B) und nach 15-minutiger Applikation von 
 .
OH (A). C-E: 
.
OH-induzierte Veränderungen der AP-Formation (C), der Dauer des AP (E) nach 15 Minuten sowie der systolischen und 
diastolischen [Ca
2+
]c (C und D). F: Effekte von 
 .
OH auf ΔΨm und Em. G: Korrelation zwischen 
 .
OH-induzierten 
Veränderungen in ΔΨm und Em. H: Effekte von 
.
OH auf NADH und Kardiomyozyten-DCM-Fluoreszenz. Die maximale 
Oxidation und Reduktion von NADH wurde bei FCCP (5 µmol/l) und Na-Zyanid (CN, 4 mmol/l) erreicht. *p<0,05 und 
**p<0,01 vs. Kontrollbedingungen (vor 
.
OH). Experimente C-H durchgeführt von Fr. Dr. T. Zeller. 
 
Die kombinierte Applikation von Fe3+-NTA und H2O2 produziert Hydroxylradikale 
(.OH). Die Zugabe von OH führte zu einer ausgeprägten Verringerung der 
Zellverkürzungsamplitude über einen Zeitraum von 15 min (Abb. 19A, B). Nach 
Auswaschen der .OH war dieses kontraktile Defizit nicht reversibel. Die Abnahme 
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der entwickelten Zellverkürzung war mit einer Abnahme der Kontraktions- und 
Relaxationsgeschwindigkeit der Myozyten assoziiert. In den letzten Minuten der 
.OH-Exposition kam es zu einer leichten Verkürzung der diastolischen Zelllänge 
als Zeichen einer diastolische Dysfunktion (Abb. 19B).  
Um herauszufinden, welche Mechanismen der systolischen und diastolischen 
Dysfunktion zugrunde liegen, haben wir Patch-Clamp Experimente durchgeführt, 
in denen im Current Clamp Modus den Myozyten ermöglicht wurde, durch 
Injektion eines Stroms das Membranpotenzial zu depolarisieren, was ein 
zelleigenes Aktionspotenzial der Zelle triggert (Experimente von Frau Dr. Tanja 
Zeller). Gleichzeitig wurde in das Zytosol der Zellen der Ca2+-Farbstoff Indo-1 
eingewaschen, um während der ROS-Applikation die Veränderungen der 
cytosolischen Ca2+-Konzentration ([Ca2+]c) zu messen. Die Kardiomyozyten 
wurden darüber hinaus vor den Experimenten mit dem Farbstoff TMRM inkubiert, 
welcher in Mitochondrien akkumuliert und dort das mitochondriale 
Membranpotenzial (m) wiedergibt. Somit konnte in diesen Zellen das 
sarkolemmale und mitochondriale Membranpotenzial, [Ca2+]c und die 
Aktionspotenzialdauer gleichzeitig analysiert werden.  
Die diastolische intrazelluläre Calciumkonzentration [Ca2+]c wird durch  
.OH erhöht 
und die Amplitude der Calcium-Transienten gegen Ende der 15-minütigen .OH-
Exposition erniedrigt  (Abb. 19C, D). Die Aktionspotenzialdauer (APD50) wird um 
176% verkürzt (Abb. 19E, F), was assoziiert war mit einer leichten 
Hyperpolarisation des sarkolemmalen Membranpotentials (Em) im Rahmen der 
.OH-Exposition (Abb. 19F). Die Hyperpolarisation von Em kann mit einer 
Aktivierung von sarcKATP-Kanälen assoziiert sein, diese wiederum regulieren den 
Nukleotidpool und sind eng mit der mitochondrialen ATP-Produktion verknüpft. In 
der Tat kam es während der .OH-Exposition zu einer langsamen Dissipation des 
mitochondrialen Membranpotential (m), welches die treibende Kraft der ATP-
Produktion darstellt. (Abb. 19F). Die Dissipation von m korrelierte wiederum mit 
der Hyperpolarisation des Em (Abb. 19G). m wird durch den Elektronentransport an 
der Atmungskette (ETC) aufgebaut, welches NADH als Hauptsubstrat benutzt. 
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Um den Mechanismus der energetischen Depletion durch .OH besser zu 
verstehen, exponierten wir quieszente (nicht schlagende) Kardiomyozyten an 
Hydroxylradikale (.OH). Zur Detektion von ROS inkubierten wir die Zellen vorher 
mit dem H2O2- und 
.OH-sensitiven Farbstoff CM-DCF (Emission auf einer 
Wellenlänge von 525 nm). Mit alternierender Exzitation zwischen 340 nm und 485 
nm regten wir hierbei entweder DCF oder die Autofluoreszenz von NAD(P)H an. In 
der Tat führte die .OH Applikation zu einem deutlichen Anstieg von CM-DCF und 
parallel zu einer ausgeprägten Oxidation von NAD(P)H. Nach Auswaschen der 
.OH kam es zu einer partiellen Erholung des Redoxstatus von NAD(P)H (Abb. 19H).  




-NTA, 0,1 mmol/l; H2O2, 1 mmol/l) für länger als 15 Minuten auf die Parameter der 
elektromechanischen Kopplung und mitochondrialen Energetik in ventrikulären Meerschweinchen-Kardiomyozyten: 
A: Eine Zelle wurde mit TMRM (Tetramethylrhodaminmethylester) und Indo-1 beladen, um m und [Ca
2+
]c zusammen mit 
dem Membranpotential (Em) und der Aktionspotentialdauer (APD50) darzustellen. Die Zellen wurden in Current Clamp 
Methode mit 1 Hz stimuliert.  Zum Zeitpunkt 0 wurde 
.
OH eingewaschen. Oben dargestellt: Repräsentative Aktionspotentiale 
zu den angegebenen Zeitpunkten. Unten dargestellt: Zeitverläufe von APD50, diastolischer [Ca
2+]
c (linke Achse), m und Em 
(rechte Achse). Zum Zeitpunkt von Minute 20 kommt es zu einem Calcium-Overload während m noch polarisiert ist 
(gestrichelte Linie). Kurz nach dem Auftreten des cytosolischen Calcium-Overloads depolarisiert m dann irreversibel. 
Selbst nach der Dissipation von m ist Em immer noch teilweise polarisiert und zeigt damit an, dass kein artifizieller 
Membranschaden entstanden ist, welches die zytosolische Calciumüberladung induziert haben könnte.  




]c gleichzeitig zu messen. In diesem 
Beispiel folgt dem cytolsolischen Calcium-Overload das mitochondriale Calcium-Overload (Pfeile). Man beachte, dass zum 
Zeitpunkt der cytolsolischen Calcium-Überladung Em weiterhin polarisiert ist, was damit eine weiterhin intakte Zelle darstellt. 
Experimente durchgeführt von Fr. Dr. T. Zeller. 
 
Die meisten Zellen überlebten dieses 15-minütige ROS-Protokoll. Um zu 
untersuchen, wie sich eine länger anhaltende ROS-Applikation auf die 
elektromechanische Kopplung und mitochondriale Energetik auswirkt, haben wir 
einzelne Experimente auch über einen längeren Zeitraum durchgeführt. Bei 
Verlängerung der Applikationszeit von .OH auf mehr als 15 Minuten zeigten Zellen 
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mit einer prominenten cytosolischen Calciumüberladung  eine teilweise fulminate 
Dissipation des m (Abb. 20A). Auf die cytosolische Calciumüberladung folgte 
das mitochiondriale Calciumoverload (Abb. 20B), welches zusammen mit ROS 
die Öffnung der MPTP (Mitochondrial permeability transition pore)  und Dissipation 
des m triggern könnte. 
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5.2. Effekte von ET-1 auf elektromechanische Kopplung, mitochondriale  
Energetik und ROS-Produktion 
Eine charakteristische Veränderung bei chronischer Herzinsuffizienz ist eine 
erhöhte intrazelluläre Na+-Konzentration ([Na+]i). Unsere eigenen Vorarbeiten 
zeigen, dass eine erhöhte [Na+]i zur Oxidation des mitochondrialen Redoxstatus 
und zu einem Anstieg der zellulären H2O2-Emission führen kann
62, 70. Die 
Mechanismen für einen Anstieg der [Na+]i in Kardiomyozyten sind hierbei nicht 
vollständig geklärt, doch werden derzeit zwei Mechanismen favorisiert. Hierbei 
handelt es sich um eine verstärkte Aktivität des (TTX-sensitiven) späten Na+-
Stroms (INa) und zum anderen des sarkolemmalen Na
+/H+-Austauschers (NHE).9, 
30, 77, 84, 114 Der späte INa wird entscheidend durch die Ca
2+/Calmodulin-abhängige 
Protein-Kinase II (CaMKII) reguliert,114 welche in insuffizientem Myokard verstärkt 
exprimiert, phosphoryliert und somit aktiviert ist.20, 48, 60 Der NHE wird hingegen 
über die Protein-Kinase C nach Stimulation Gq/11 gekoppelter Rezeptoren durch 
Angiotensin II (Ang II) oder Endothelin-1 (ET-1) aktiviert.1, 2, 65, 108 Es wurde 
beschrieben, dass ET-1 und Ang II durch Stimulation der PKC und des NHE einen 
Anstieg der [Na+]i herbeiführen, was über Aktivierung des reverse-mode NCX 
einen Anstieg der [Ca2+]c und der Kontraktilität auslöst.
1, 2, 24 Da durch Ang II bzw. 
ET-1 auch eine Stimulation der Superoxid (.O2
-) Produktion durch NADPH-
Oxidase und Mitochondrien beschrieben ist,15, 24, 59 spekulierten wir, dass 
zumindest ein Teil dieser ROS Produktion über den oben beschriebenen 
Mechanismus zustande kommen könnte (d.h., einen Anstieg der [Na+]i und damit 




5.2.1. Effekte von ET-1 auf Zellverkürzung, [Ca2+]c und [Na
+]i   
Um dies zu testen, untersuchten wir den Effekt von ET-1 auf die Zellverkürzung, 
[Ca2+]c und [Na
+]i in Meerschweinchen-Kardiomyozyten. Die Kardiomyozyten 
wurden bei einer Frequenz von 1 Hz elektrisch stimuliert und dann ET-1 in 
aufsteigenden, kumulativen Konzentrationen in die Superfusionslösung 
eingebracht. ET-1 führte zu einer konzentrationsabhängigen Erhöhung der Amplitude 
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der Zellverkürzung von basal 3,41 % auf maximal 6,95 % (Abb. 21A, B). Der 
halbmaximale Effekt von ET-1 (EC50) lag hierbei bei ~2 pmol/l. Um zu ermitteln, ob 
diese Zunahme der Zellverkürzungsamplitude auf eine Aktivierung der Protein 
Kinase C (PKC) zurückzuführen ist, applizierten wir nach der letzten ET-1-
Konzentration den PKC-Inhibitor Chelerythrin. In der Tat wurde die Zellverkürzung 
unter Chelerythrin auf ein Niveau vergleichbar mit der Zellverkürzung vor Zugabe 
von ET-1 reduziert, was suggeriert, dass PKC den ET-1 vermittelten Anstieg der 
Zellverkürzung mediiert. Um abzuschätzen, wie ausgeprägt der Anstieg der 
Zellverkürzung im Vergleich zu der maximal hormonell zu erreichenden 
Zellverkürzung durch -adrenerge Stimulation war, wurde am Ende des 
Experiments der -adrenerge Rezeptor-Agonist Isoprenalin eingewaschen. Dieser 
erhöhte die Zellverkürzungsamplitude auf durchschnittlich 13,1 % (Abb. 21B). Der 
Effekt von ET-1 entsprach demnach 38 % des maximalen Effektes von Isoprenalin 
(Abb. 21A, B). Allerdings stellten wir hier bereits fest, dass dieser Effekt nur in 
solchen Zellen zu beobachten war, die eine eher niedrige Verkürzungsamplitude 
unter basalen Bedingungen aufwiesen, während in solchen Zellen, die bereits eine 
stärkere Zellverkürzung zeigten, kein Effekt oder sogar eine Abnahme der 
Verkürzungsamplitude zu beobachten war. 
Die Effekte von ET-1 wurden in diesem ersten Protokoll bei einer 
Stimulationsfrequenz von 1 Hz untersucht. Die physiologische Herzfrequenz von 
Meerschweinchen-Herzen liegt jedoch eher im Bereich von 3 Hz. Wir testeten 
daher den Einfluss von ET-1 auf die Zellverkürzung bei unterschiedlichen 
Stimulationsfrequenzen (0,2 – 3 Hz). Hierbei wurde die erste Frequenzabhängig-
keit in der Abwesenheit, die zweite in der Anwesenheit von 0,1 nmol/l ET-1 
durchgeführt. Hiernach wurde ET-1 ausgewaschen und Isoprenalin (5 nmol/l) 
eingewaschen (Abb. 21C). Es ist bekannt, dass eine Erhöhung der [Na+]i die 
Amplitude cytosolischer Ca2+ Transienten insbesondere bei niedrigen 
Stimulationsfrequenzen erhöht, da hierbei die Na+-abhängigen Effekte auf den 
NCX, der eine eher langsame Kinetik aufweist, am stärksten ausgeprägt sind. In 
der Tat war zu beobachten, dass die ET-1-abhängige Erhöhung der 
Zellverkürzungsamplitude bei geringen Stimulationsfrequenzen am stärksten 
ausgeprägt war. Bei einer Frequenz von 3 Hz war nach ET-1 keine Zunahme der 
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Zellverkürzungsamplitude gegenüber den Kontrollbedingungen mehr zu 
beobachten (Abb. 21C).  Im Gegensatz dazu erhöhte die -adrenerge Stimulation 
mit Isoprenalin unter allen Stimulationsfrequenzen deutlich die Amplitude der 
Zellverkürzung. In ähnlicher Weise wie die fraktionelle Zellverkürzung wurden 
auch die Geschwindigkeiten der Zellverkürzung sowie die 
Relaxationsgeschwindigkeit durch ET-1 und Isoprenalin beeinflusst (Abb. 22). 
Diese Daten könnten einen ersten Hinweis darauf geben, dass die Erhöhung der 
Zellverkürzungsamplitude durch ET-1 tatsächlich auf eine Erhöhung der [Na+]i 
zurückzuführen sein könnte, was eine erhöhte [Ca2+]c nach sich ziehen würde.  
Abbildung 21: Effekt von ET-1 auf die Zellverkürzung und [Ca
2+
]c. Feld-stimulierte (0.5 Hz) Meerschweinchen-
Kardiomyozyten wurden ET-1 ausgesetzt und die Zellverkürzung (A-C) und [Ca
2+
]c durch Indo-1 AM (D, E) bestimmt. A, 
Repräsentative Einzelverkürzungen und kumulative Effekte von ET-1 (1 nM) im Vergleich zu Isoproterenol. B: Kumulative 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung für ET-1; anschließend Einwaschen des PKC-Inhibitors Chelerythrine (CHE) und 
Isoproterenol (Iso). C: Verkürzungs-Frequenz-Beziehung in der Abwesenheit (Control) und Gegenwart von ET-1 oder 
Isoproterenol. D: Zeitlicher Verlauf. E: Einzeltransienten von [Ca
2+
]c nach Zugabe von ET-1 oder Iso. Experimente D+E 
durchgeführt von Fr. Dr. M. Dudenhöfer. 
 
Um dies näher zu untersuchen, wurde als nächstes der Effekt von ET-1 auf die 
cytosolische Ca2+ Konzentration ([Ca2+]c) untersucht, da eine Erhöhung von [Na
+]i 
auch zu einer Erhöhung der [Ca2+]c führt. Wir beluden hierfür Kardiomyozyten mit 
dem Ca2+-Farbstoff Indo-1, der eine ratiometrische Bestimmung der [Ca2+]c 
erlaubt. Wir verwendeten nur eine Konzentration ET-1, bei der in den vorherigen 
Experimenten eine maximale Zunahme der Zellverkürzung zu beobachten war (1 
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nmol/l). Diese Konzentration ließen wir für 6 Minuten auf die Zelle einwirken, bevor 
wir als Positivkontrolle den -AR-Agonisten Isoprenalin (100 nmol/l) hinzufügten. 
Bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz beobachteten wir hierunter keinen 
bedeutsamen Anstieg der diastolischen oder systolischen [Ca2+]c unter ET-1, 
allerdings einen deutlichen Effekt auf die Amplitude des Ca2+ Transienten durch die 
Zugabe von Isoprenalin (Abb. 21E). Hierunter kam es auch zu einer leichten 
Zunahme der diastolischen [Ca2+]c.  
Da die Effekte von ET-1 auf die Zellverkürzung innerhalb weniger Minuten 
einsetzten, war es überraschend zu beobachten, dass die Effekte auf [Ca2+]c 
innerhalb von 6 Minuten nicht eintraten. Wir vermuteten daher, dass eine längere 
Einwirkzeit von ET-1 notwendig sein könnte und verlängerten diese daher auf 40 
Minuten.  Darüber hinaus erhöhten wir die Konzentration von ET-1 auf 100 nmol/l. 
Schließlich verwendeten wir noch einen weiteren Ca2+-Indikator mit einem 
besserem Signal/Rauschen-Verhältnis (Fluo-4), um auch kleinere Veränderungen 
der [Ca2+]c nicht zu übersehen. Fluo-4, dessen Exzitationswellenlänge (exc) bei 
485 nm und Emissionswellenlänge (em) bei 525 nm liegt, ist im Gegensatz zu 
Indo-1 kein ratiometrischer Farbstoff. 
 
Abbildung 22: A: Einfluss der Frequenz auf die Verkürzungsgeschwindigkeit (+dS/dt)  unter Normalbedingungen/Endothelin (ET-1, 
10
-10
 mol/l)/Isoprenalin (ISO), x-Achse: Frequenz in Hertz (Hz), y-Achse: Verkürzungsgeschwindigkeit (+dS/dt) in Mikrometer/Sekunde 
(µm/s). B: Einfluss der Frequenz auf die Relaxationsgeschwindigkeit (-dS/dt)  unter Normalbedingungen/Endothelin (ET-1, 10
-10
 
mol/l)/Isoprenalin (ISO), x-Achse: Frequenz in Hertz (Hz), y-Achse: Relaxationsgeschwindigkeit, (-dS/dt) in Mikrometer/Sekunde (µm/s) 
 
Zusammen mit Fluo-4 bestimmten wir die Autofluoreszenz von NAD(P)H/NAD(P)+ 
(bei exc=340 nm und em=450 nm) in denselben Zellen, um Hinweise darauf zu 
bekommen, ob es durch ET-1 zu einer Oxidation des Redoxstatus in 



















































































































































































































































Mitochondrien kommen könnte. Nach 40 Minuten Inkubation mit ET-1 (bei einer 
Stimulationsfrequenz von 1 Hz) wurde ET-1 ausgewaschen und Isoprenalin als 
Positivkontrolle eines [Ca2+]c-steigernden Rezeptoragonisten eingebracht. Da 
dieses Experiment über insgesamt mehr als eine Stunde ablief, bildeten wir noch 
eine Gruppe als Negativkontrolle, in der zwar kein ET-1 appliziert wurde, jedoch 
Isoprenalin zum gleichen Zeitpunkt wie in der ET-1-Gruppe (am Ende des 
Experimentes). Hierdurch kontrollierten wir den in vitro-bedingten „rundown“ des 
cytosolischen Ca2+- Transienten, um nicht einen falsch-negativen Effekt von ET-1 
auf Ca2+-Transienten abzuleiten. Die Zugabe von Isoprenalin am Ende auch des 
Kontrollexperimentes lässt kontrollieren, ob die ET-1-Inkubation einen Einfluss auf 
-adrenerge Stimulation hat, zum Beispiel durch Rezeptor-„cross-talk“ zwischen 
Gq/11- und Gs-gekoppelten Rezeptoren.   
Abbildung. 23: Effekt von ET-1 auf [Ca
2+
]c und den Redox-Status von NAD(P)H/NAD(P)
+
. Myozyten wurden mit Fluo-4 
beladen und dessen Fluoreszenz zusammen mit der Autofluoreszenz von NAD(P)H bestimmt. A: repräsentativer Ca
2+
-
Transient  vor Zugabe von ET-1. Effekt von ET-1 im Vergleich zu Isoproterenol (Iso) auf maximales (B) und diastolisches 
[Ca
2+
]c (C). D: Typisches Auftreten von Arrhythmien nach ET-1. E: Häufigkeit der Arrhythmien zu den angezeigten 
Zeitpunkten. F: Einfluss von ET-1 und Iso auf den Redoxstatus von NAD(P)H/NAD(P)
+
 (normalisiert auf den Ausgangswert). 
Experimente durchgeführt von Fr. Dr. M. Dudenhöfer. 
 
Auch in diesen Experimenten zeigte sich selbst nach 40 Minuten ET-1-Inkubation 
keine Steigerung der Amplitude der Ca2+-Transienten (Abb. 23B), allerdings kam 
es nach ~20 Minuten zu einem Anstieg des diastolischen [Ca2+]c (Abb. 23C) sowie 
zum Auftreten von Arrhythmien (Abb. 23D, E). Der Redox-Status von 
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NAD(P)H/NAD(P)+, welcher sich in unseren bisherigen Experimenten umgekehrt 
proportional zur H2O2 Produktion verhielt
63 und somit als Indikator für oxidativen 
Stress verwendet werden kann (Abb. 23F), blieb bei einer Stimulationsfrequenz 
von 1 Hz jedoch unverändert (Abb. 23F). Auch einen Anstieg der [Na+]i, wie er in  
anderen Spezies beschrieben ist,2 konnten wir in diesen Meerschweinchen-Myozyten 
nicht beobachten (Experimente von Dr. Alexander Nickel; Daten nicht gezeigt).  
 
5.2.2. Effekte von ET-1 auf die Zellverkürzung mittels Konzentrations- 
Wirkungs-Kurve und Langzeit-Verlauf 
Da in vorher beschriebenen Langzeitversuch mit 40 minütiger ET-1-Inkubation 
keine Steigerung der Calcium-Transienten-Amplitude beobachtet wurde, wollten 
wir verifizieren, dass hierunter dennoch die Zellverkürzung zunahm, wie es in 
unseren initialen Experimenten beobachtet wurde (Abb. 21B). Wir führten daher 
ein Experiment durch, bei dem Kardiomyozyten für 40 Minuten ET-1 ausgesetzt 
wurden und bestimmten hierbei die Zellverkürzung. Im Langzeitverlauf des 
Verkürzungsverhaltens der Kardiomyozyten unter kontinuierlicher Applikation von 
ET-1 in einer Konzentration von 10-7 mol/l lässt sich zunächst ein deutlicher 
Anstieg der Kontraktion im Vergleich zu Normalbedingungen verzeichnen. Die 
Fractional Shortening steigt von 5 % auf Werte bis zu 18 % an, was einer mehr als 
dreifachen Steigerung der Kontraktilität gleichkommt.  
 
Abbildung 24: A: Langzeitverlauf der Zellverkürzung unter Endothelin-1 (10
-7
 mol/l), x-Achse: Zeit in Minuten (min), y-
Achse: Fractional Shortening in Prozent (%). B: Langzeitverlauf der Verkürzungsgeschwindigkeit unter Endothelin-1 (10
-7
 
mol/l), x-Achse: Zeit in Minuten (min), y-Achse: Verkürzungsgeschwindigkeit (+dS/dt) in Mikrometer/Sekunde (µm/s).  




Dieser Effekt hält jedoch nicht lange an. Nach einem Peak der 
Kontraktilitätszunahme lässt sich dann ein Abfall der Fractional Shortening auf 
etwa 13-14 % beobachten. Die Zelle kann also die maximale Leistung nicht lange 
halten und fällt anschließend auf niedrigere Kontraktionswerte ab, welche jedoch 
immer noch mehr als doppelt so groß sind als unter Normalbedingungen (Abb. 24A). 
Schaut man sich für diesen Versuch den Verlauf der Verkürzungsgeschwindigkeit 
an, so lässt sich auch hier ein deutlicher Anstieg unter ET-1 im Vergleich zu den 
Kontrollbedingungen verzeichnen. Im Unterschied zur Fractional Shortening sieht 
man hier jedoch keinen Peak mit anschließendem Abfall der Leistung, sondern 
einen stetigen Anstieg der Verkürzungsgeschwindigkeit für die Dauer des 
Versuches. Die Verkürzungsgeschwindigkeit liegt unter Kontrollbedingungen bei 
etwa 50 µm/s und erreicht im Verlauf ein Maximum von 90 µm/s, hat sich also fast 
verdoppelt (Abb. 24B). 
In Abb. 25 zeigt sich in Einzeltransienten dargestellt die deutliche 
Kontraktilitätszunahme und Verkürzung des time-to-peak unter zeitlich zunehmender 












Abbildung 25: Gemittelte Transienten unter Kontrollbedingungen, Endothelin-1 (ET-1) 10
-7
 mol nach einer Applikationszeit 
von 10, 30 und 40 Minuten. x-Achse: Zeit in Milisekunden (ms), y-Achse: Prozentuale Verkürzung der Zelle im Vergleich zur 





















] Control, 1 min.
ET-1 [10 -7] M, 10 min.
ET-1 [10 -7] M, 30 min.
ET-1 [10 -7] M, 40 min.
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5.2.3. Effekte von ET-1 und Ang II auf die ROS-Produktion 
Um zu untersuchen, ob ET-1 die intrazelluläre ROS-Produktion steigert, wurden 
Myozyten mit dem H2O2-sensitiven Farbstoff CM-DCF beladen. Die mitochondriale 
ROS-Produktion ist u. a. abhängig vom Elektronenfluss an der Atmungskette und ein 
Anstieg der Arbeitslast der Zelle erhöht die ADP-induzierte Atmung und somit auch die 
ROS-Produktion.46, 62 Wir führten daher ein Experiment durch, bei dem die ROS-
Produktion mit CM-DCF in isolierten Meerschweinchen-Kardiomyozyten bei 
ansteigenden Stimulationsfrequenzen gemessen wurde (1-4 Hz für jeweils 2-3 Minuten 
pro Frequenz).  
Abbildung 26: Keine relevante Steigerung der intrazellulären ROS-Produktion nach ET-1- oder Ang II-Stimulation in 
Meerschweinchen-Kardiomyozyten. A: Kumulative H2O2-Produktion (DCF-Fluoreszenz) in isolierten Kardiomyozyten in 
Abhängigkeit von der Stimulationsfrequenz. Als Positivkontrolle wurde am Ende jeweils 1 mM H2O2 eingewaschen. B: Effekt 





Produktion in Homogenaten von Kardiomyozyten (Lucigenin-Chemilumineszenz). Apocynin (hier 50 µM), als NADPH-




- Produktion nur  wenig. 1 mM Apocynin reduzierte diese jedoch um ~50 % 





-Generation. Effekt des PKC-Inhibitors Chelerythrin (CHE; E, F) oder des PKC-Aktivators 
PMA (F) auf die NADPH-Oxidase-Aktivität. *p<0.05 vs. Control. Experimente durchgeführt von Fr. Dr. M. Dudenhöffer (A, B) 
und Dr. A. Knopp (C-F). 
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Am Ende dieser Stimulation wurde die Frequenz auf 0,2 Hz zurückgesetzt und 
anschließend eine hohe extrazelluläre Konzentration (1 mmol/l) von H2O2 als 
Positivkontrolle für die Funktionalität des Farbstoffes eingesetzt. In früheren 
Arbeiten wurde beobachtet, dass CM-DCF überwiegend in Mitochondrien 
lokalisiert ist6. Ein Anheben der Feld-Stimulationsfrequenz auf 4 Hz führte in 
Kardiomyozyten zu einem deutlichen Anstieg der H2O2 Emission (Abb. 26A).  
Um nun zu untersuchen, ob ET-1 in schlagenden Kardiomyozyten (Frequenz 2  
Hz) zu einer relevanten Steigerung der H2O2-Emission führt, wurden 
Kardiomyozyten bei 2 Hz stimuliert und hierunter ET-1 in einer Konzentration von 
100 nmol/l für 7 Minuten appliziert. Hierunter kam es im Vergleich zu einer 
Kontrollgruppe, die keinem ET-1 ausgesetzt wurde, zu keiner Zunahme der 
intrazellulären H2O2-Emission. Als Positivkontrolle diente die extrazelluläre 
Applikation von 1 mmol/l H2O2, welches in beiden Gruppen zu einer 
vergleichbaren Zunahme der CM-DCF-Fluoreszenz führte (Abb. 26B).  
Diese Daten zeigen, dass ET-1 in adulten ventrikulären Meerschweinchen-
Myozyten zu keiner detektierbaren Zunahme der intrazellulären H2O2-Emission 
führt.  Dies könnte bedeuten, dass a) die intrazelluläre ROS-Produktion nach ET-1 
sehr gering ist und jenseits der Sensibilität von CM-DCF liegt und/oder b) ET-1 
durch Stimulation der NADPH-Oxidase zu einer eher nach extrazellulär 
gerichteten ROS-Produktion führt und/oder dass ET-1 in Kardiomyozyten zu 
keiner relevanten ROS-Produktion führt. Da der von uns verwendete Farbstoff 
(DCF) primär in Mitochondrien lokalisiert ist6, spekulierten wir, dass die Stimulation 
der NADPH-Oxidase durch ET-1 nicht sensitiv erfasst würde. Um dies zu 
kontrollieren, führten wir Experimente mit dem sog. NADPH-Oxidase-Assay durch, 
bei dem an homogenisierten Kardiomyozyten nach Zugabe von NADPH die 
Superoxidproduktion (.O2
-) mittels Lumineszenz von Lucigenin sensitiv erfasst 
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5.2.4. Effekte von ET-1 auf die NADPH-Oxidase-Aktivität in Kardiomyozyten  
Die NADPH-Oxidase-Aktivität wurde anhand der NADPH-induzierten Zunahme 
der .O2
--sensiblen Lumineszenz von Lucigenin an homogenisierten 
Meerschweinchen-Kardiomyozyten bestimmt. Die Zugabe von NADPH führt 
hierbei innerhalb weniger Minuten zu einer deutlichen Zunahme der .O2
-- 
Produktion. Nach Applikation von Apocynin (50 µmol/l), einem vermeintlich 
spezifischen NADPH-Oxidase-Inhibitor, kam es nur zu einer leichten Abnahme der 
.O2
-- Produktion. Die Applikation einer höheren Apocynin-Konzentration (1 mmol/l) 
reduzierte die .O2
--Produktion allerdings zu etwa 50 % (Abb. 27). DPI hingegen, 
welches nicht-spezifisch Flavoproteine der NADPH-Oxidase, aber auch der 
Atmungskette in Mitochondrien, inhibiert, führte zu einer fast vollständigen 
Blockade der NADPH-Oxidase-Aktivität. Weiterhin konnte die .O2
--Produktion 
durch Zugabe von Superoxid-Dismutase (SOD) um etwa 30 %, durch Zugabe des 
direkten Radikalfänger TEMPOL jedoch um nahezu 100 % reduziert werden. Im 
Gegensatz dazu konnte die .O2
--Produktion nicht durch Inhibitoren von NO-
Synthasen (L-NAME) oder der Xanthin-Oxidase (Allopurinol) reduziert werden, 
was eine relevante NADPH-abhängige .O2
--Produktion durch diese Enzyme 
weitgehend ausschließt. Die Zugabe von Antimycin A, einem Inhibitor des 
Komplex III der Atmungskette und klassischem Aktivator mitochondrialer .O2
-- 
Produktion6,  führt zu einer Zunahme der .O2
--Produktion, was die Gegenwart von 
Mitochondrien in dieser Präparation bestätigt. Tatsächlich kam es in diesem 
sensiblen Testsystem für .O2
--Produktion zu einer leichten, aber konsistenten 
Zunahme der NADPH-Oxidase-abhängigen .O2
--Produktion durch ET-1, aber auch 
Angiotensin II (Abb. 26D).  
Die Tatsache, dass die Zugabe von ET-1 oder Ang II zu nur einer leichten 
Zunahme der .O2
--Produktion führte, ließ den Verdacht aufkommen, dass die 
NADPH-Oxidase in diesem System (homogenisierte Kardiomyozyten, die vorher 
durch enzymatische Isolation isoliert wurden) bereits voraktiviert sein könnte. Ein 
klassischer Aktivator der NADPH-Oxidase ist PKC, welches auch durch 
Ischämie/Reperfusion aktiviert werden kann und bei der Zellisolation werden diese 
einer passageren artifiziellen Ischämie (bzw. Hypoxie) mit Reoxygenierung 
ausgesetzt. In der Tat führte die Zugabe von Chelerythrin, einem globalen Inhibitor 









































































































aller PKC-Untereinheiten, zu einer ca. 50 %igen Inhibition der NADPH-abhängigen 
.O2
--Produktion (Abb. 26E), während die Zugabe des unspezifischen PKC-
Aktivators PMA zu einer nur geringen Zunahme der .O2
--Produktion führte, im 
Ausmaß vergleichbar mit dem Effekt von ET-1 und Ang II, welche die NADPH-
























x-Achse: Con: Kontrolle, DPI: Diphenyleniodinium 10µmol/l, APO: Apocynin 50und 1000 µmol/l, SOD: Superoxiddismutase, 





-Produktion. Experimente durchgeführt von Dr. A. Knopp. 





6.1. Effekte exogener ROS auf die elektromechanische Kopplung und  
mitochondriale Energetik 
In der Perikardflüssigkeit herzinsuffizienter Patienten konnte laut aktueller Datenlage 
eine erhöhte Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) nachgewiesen 
werden. Das Ausmaß des oxidativen Stresses korrelierte dabei mit dem Ausmaß der 
linksventrikulären Dysfunktion14, 31, 75. Die zellulären Effekte der ROS sind sehr 
vielfältig und beeinträchtigen unter anderem direkt die elektromechanische 
Kopplung36, 38. Durch eine ROS-induzierte ROS-Freisetzung aus Mitochondrien, 
welche über den inner membran anion chanel (IMAC)4, 6  oder den permeability 
transition pore (PTP)124 stattfindet, kommt es zu einer koordinierten teils passageren 
Dissipation des mitochondrialen Membranpotentials (ΔΨm). Durch temporäres 
Sistieren der ATP-Produktion führt dies zur Aktivierung sarkolemmaler KATP-Kanäle, 
welche die Dauer des Aktionspotentials und somit die Erregbarkeit der Zelle 
beeinflussen6. Durch ein Absinken der zellulären ATP-Produktion werden zudem ATP-
abhängige Ionentransporter beeinflusst, hier vor allem die Calcium-ATPase des 
sarkoplasmatischen Retikulums, wodurch unmittelbar die kardiale Kontraktilität 
beeinflusst wird.  Den Einfluss von ROS auf die elektromechanische Kopplung und 
damit auf die kardiale Kontraktilität wurde in unseren Versuchen an elektrisch 
stimulierten Meerschweinchen-Kardiomyozyten dargestellt.  
Endothelin-1 bewirkt durch Stimulation Gq/11-gekoppelter Rezeptoren  (ETA-R) und 
Aktivierung des Na+/H+-Austauschers (NHE) eine Erhöhung der intrazellulären 
Natriumkonzentration ([Na+]i). Dies führt wiederum bedingt durch die höheren 
Natrium-Konzentrationen zu einer Stimulation des reversen Na+/Ca2+-
Austauschers (revNCX) und dies zu einem positiv inotropen Effekt2. Aufgrund der 
gleichzeitigen durch ETA-R bedingten Aktivierung der PKC wollten wir die positiv 
inotropen Effekte des Endothelin-1 separat dargestellt sehen. Wir konnten in 
unseren Versuchen zeigen, dass eine Applikation von Endothelin-1 auf 
Kardiomyozyten, an welchen die elektromechanische Kopplung stattfindet, zu 
einer deutlichen Steigerung der Kontraktilität führt (Abb. 21). Dieser Effekt war 




nicht nur für die Kontraktilität an sich, sondern auch für die 
Verkürzungsgeschwindigkeit (Vm) nachweisbar (Abb. 21A). Jedoch zeigte sich 
nach anfangs deutlicher Zunahme der Kontraktilität im Verlauf trotz Applikation 
höherer Dosierungen an ET-1, dass die Kardiomyozyten ein Plateau ihrer 
Kontraktilität erreichten, welcher durch noch höhere Gaben an ET-1 nicht zu 
verändern war. Dies lässt sich zum einen durch eine Sättigung der ETA-
Rezeptoren durch Endothelin erklären, so dass höhere Mengen an ET-1 keine 
Bindungsmöglichkeit an der Zelle mehr hatten. Zum anderen besteht die 
Möglichkeit der Erschöpfung der NHE und revNCX, welche ihre maximale 
Leistung zur Inotropie ausgereizt hatten. In weiteren Arbeiten ist beschrieben, 
dass Endothelin-1 die Transkription des Calcium-ATPase im sarkoplasmatischen 
Retikulum (SERCA2) herabsetzt119, 120, 121. Diese SERCA ist jedoch für den 
Transport des Calciums in das sarkoplasmatische Retikulum während der 
Kontraktion notwendig, so dass dies ebenfalls eine Möglichkeit ist, den zunächst 
steilen, dann jedoch konstant bleibenden Anstieg der Kontraktilität unter 
steigenden ET-1-Dosierungen zu erklären. Denselben Effekt konnten wir unter 
einer kontinuierlichen länger dauernden Applikation von Endothelin-1 in gleicher 
Dosierung auf die Cardiomyozyten beobachten. Nach anfangs deutlicher 
Steigerung der Kontraktilität zeigten sich im Verlauf eine Stabilisierung auf einem 
Plateau und sogar eine leichte Regredienz der Kontraktilität auf jedoch immer 
noch höherem Niveau als unter Kontrollbedingungen. 
Zur weiteren Untersuchung der Kontraktilitätssteigerung führten wir einen Versuch 
zur Kraft-Frequenz-Beziehung durch (Abb. 23), zunächst unter 
Kontrollbedingungen, anschließend unter zusätzlicher Applikation von Endothelin-1 
sowie Isoprenalin. Im Vorhinein hatten wir die überlegen inotrope Wirkungsweise 
des Isoprenalins über das Endothelin-1 verdeutlicht. Bereits in anderen Arbeiten 
wurde demonstriert, dass eine Steigerung der Frequenz zu einer Steigerung der 
Kraft/Kontraktilität führt. Dies führt man zurück auf die Menge des im 
sarkoplasmatischen Retikulums befindlichen Reserve-Calciums sowie dem 
Calcium-Fluss über das SR via L-Typ-Kanälen sowie dem Na+/Ca2+-Austauscher 
(NCX)35. Wir konnten in unseren Versuchen die Datenlage bestätigen. Unter 
Kontrollbedingungen zeigte sich mit zunehmender Herzfrequenz (0,2-3 Hz) ein 




stetiger Anstieg der Kontraktilität. Unter Applikation des Endothelin-1 zeigte sich 
allein durch ET-1-Anwesenheit, wie in den vorhergehenden Versuchen 
beschrieben, bereits ein Anstieg der fractional shortening. Durch Steigerung der 
Frequenz konnte man zunächst eine weitere Steigerung der Kontraktilität 
beobachten, welche aber mit zunehmender Kontraktionsgeschwindigkeit ein 
Plateau erreichte und letztendlich im Bereich zwischen zwei und drei Hertz sogar 
wieder abnahm. Den gleichen Effekt konnte man unter Isoprenalin-Applikation 
beobachten. Ähnlich wie die Kontraktilität war auch der Verlauf der Verkürzungs 
(Vm)- und Relaxations (Rm)-Geschwindigkeit (Abb. 24A, B). Die Erklärung hierfür 
liegen am ehesten bei einer Erschöpfung der Calciumreserve im SR sowie des 
Na+/Ca2+-Austauschers. Eine weitere Erklärung der Abnahme der Transienten 
könnte auch die gesteigerte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies sein, 
welche unter diesen Stressbedingungen vermehrt anfallen und die Signalwege 
und auch die Zellhomöostase an sich schädigen35. In weiteren Arbeiten wird 
zudem eine erhöhte Konzentration an intrazellulärem Natrium ([Na+]i) für die 
Abnahme der Kontraktilität unter maximalen Stressbedingungen verantwortlich 
gemacht76, 106. Diese erhöhte Natriumkonzentration würde wiederum den 
Na+/Ca2+-Austauscher aktivieren und damit eine Gewährleistung des 
ausreichenden Calciumangebotes an das sarkoplasmatische Retikulum 
beeinträchtigen. 
Der .OH-induzierte Anstieg der diastolischen Calcium-Konzentration [Ca2+]c (Abb. 
19C, D) trägt zum Anstieg der diastolischen Spannung in der Zelle bei (Abb. 17B) 
und könnte assoziiert sein mit der .OH-induzierten Inhibierung der Aktivität der 
sakoplasmatischen Ca2+-ATPase17, 36 und Aktivierung von NCX (rev)122. Beide 
Abläufe sind vereinbar mit einer Verlangsamung der Relaxation. Die Inhibierung 
der sarkolemmalen Ca2+-ATPase reduziert die Konzentration des Calciums im 
sarkoplasmatischen Retikulum und reduziert damit die Amplitude der Calcium-
Transienten (Abb. 19C) sowie die gebildete Spannung (Abb. 19B).  Dieser 
Zusammenhang wird unterstützt durch die Enge Assoziation zwischen dem 
Anstieg der diastolischen Spannung und der Verlangsamung der Relaxation 
(diese Kausalität wurde bereits in früheren Arbeiten unserer Forschungsgruppe an 
isolierten Herzmuskelstreifen demonstriert71) sowie der Reduktion der 




Zellverkürzung in isolierten Myozyten (Abb. 19B). Weiterhin oxidiert .OH rasch 
NADH (Abb. 19H), welches als Elektronen-Donor des Elektronentransfer-Zyklus 
fungiert. Dies könnte vergesellschaftet seit mit der Inaktivierung von Enzymen des 
Krebs-Zyklus (v.a. Aconitase39) aufgrund des Verbrauchs von 
Reduktionsäquivalenten durch die Glutathion-Peroxidase und/oder direktes 
Ausschleusen von ROS durch NAD(P)H87. Zusammen mit .OH-induzierten 
Schäden der ETC-Komponenten123, könnte dies der Grund sein für die leichte 
Dissipation von m (Abb. 19F), der treibenden Kraft der ATP-Produktion
73. Da 
die mitochondriale ATP-Produktion eng verbunden ist mit der Aktivierung von 
sarcKATP
22, könnte dies wesentlich zu der Hyperpolarisierung von Em (Abb. 19F), 
der Verkürzung von APD50 (Abb. 19C, E) und der Tatsache, dass die 
Hyperpolarisation von Em während 
.OH-Exposition eng mit der Dissipation von 
m korreliert (Abb. 19G), beitragen.  
Bei der Verlängerung der Expositionszeit von .OH auf 15 Minuten, trat eine 
irreversible Dissipation von m auf, vorangegangen von einem Overload an 
cytosolischem und mitochondrialem Calcium (Abb. 20). Dies stimmt mit den  
Beobachtungen in neonatalen Ratten-Myozyten3, 110 überein und könnte in 
Zusammenhang mit der ROS- und Ca2+-induzierten Aktivierung der MPTP3, 42 
stehen. Obwohl die 15-minütige .OH-Exposition keine größere Dissipation von m 
oder Em (Abb. 19F) induzierte, führt dies im menschlichen Myokard 
erstaunlicherweise nicht zu relevantem, irreversiblem Zellverlust71. 
Tatsächlich ist in isolierten humanen Vorhoftrabekeln die abgestumpfte inotrope 
Reaktion auf  [Ca2+]o  nach 
.OH oder Hypoxie/Reoxygenierung (welche nach 
Exposition von .OH oder Hypoxie/Reoxygenierung gleich stark abgeschwächt war 
– Doktorarbeit Rainer Dabew) reversibel durch β-adrenerge Stimulation. Dies 
bedeutet, dass in Übereinstimmung mit Beobachtungen in Säugetiermodellen der 
Ischämie/Reperfusion, die myokardiale Dysfunktion („Stunning“) reversibel war.  
Im Gegensatz zu Tiermodellen, in denen eine Verringerung der myofilamentären 
Ca2+-Antwort den Hauptmechanismus der kontraktilen Dysfunktion17 darstellte, 
wurde eine Verschlechterung des Ca2+-Haushalts im Säugetier-Modell 




beobachtet57. Schweine, die einer Ischämie und Reperfusion ausgesetzt wurden, 
hatten reduzierte Calcium-Transienten, was mit einer Reduktion der Ströme in L-
Typ-Ca2+-Kanälen und Dephosphorylierung von Phospholamban57 korrelierte.  
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse mit OH in isolierten Herzmuskelzellen, 
dass diese zu einem energetischen Defizit u. a. über die Oxidation des 
Elektronenlieferanten NADH führen, was über einen Mangel von ATP und die 
Aktivierung ATP-sensibler KATP Kanäle zu einer Hypoerpolarisation des 
sarkolemmalen Membranpotenzials führt und hierdurch den Einstrom von Ca2+ in 
die Zelle verringert. Gleichzeitig könnte ein ATP Defizit die Aktivität der SERCA 
verringern, welche stark ATP-abhängig arbeitet. Hierdurch wird die Ca2+ 
Akkumulation ins SR und die Amplitude der cytosolischen Ca2+ Transienten 
verringert und gleichzeitig die diastolische [Ca2+]c erhöht. Dies trägt zu einem 
Anstieg der diastolischen Spannung und somit zu einem Relaxationsdefizit der 
Zellen und zum „myokardialen Stunning“ bei. Die hier untersuchten Effekte von 
ROS auf die Herzmuskelzellfunktion repräsentieren am ehesten die Effekte einer 
dramatischen und passageren ROS Produktion bei Ischämie und Reperfusion im 
Herzen in vivo. Allerdings suggerieren Daten unserer Gruppe, dass auch bei 
einem Anstieg der kardialen Nachlast, wie er im in vivo Model der Aortenligatur zur 
Induktion einer Herzinsuffizienz genutzt wird, zu nekrotischem Zelltod und einer 
Oxidation des mitochondrialen Redoxstatus führt, der vergleichbar mit der 
Applikation eines Zehntels der hier verwendeten ROS Menge entspricht (100 
µmol/L H2O2; unpublizierte Daten; Abstract). Insofern ist denkbar, dass 
vergleichbare Effekte von ROS auf die Kontraktilität und Zelltod auch im 
insuffizienten Herzen stattfindet, allerdings in geringerem Umfang und mit 
langsamerer Kinetik als in den hier durchgeführten Experimenten.  




6.2.  Quellen einer intrazellulären ROS-Produktion in Kardiomyozyten 
Die Daten der vorliegenden Studie legen nahe, dass in isolierten Kardiomyozyten 
die PKC bereits fast maximal aktiviert ist. Dies erscheint nicht ganz abwegig, da im 
Rahmen der Zellisolation eine gewisse Hypoxie mit Reoxygenierung erzeugt wird, 
und während Hypoxie bzw. Ischämie freigesetztes Adenosin die PKC über 
Adenosin-Rezeptoren stimulieren kann.27 Eine voraktivierte PKC erschwert jedoch 
einen ET-1 oder Ang II-induzierten und PKC-mediierten Effekt auf ROS-Produktion, 
aber auch auf [Na+]i und [Ca
2+]c. Wir führten daher Versuche durch, bei denen wir 
die PKC während oder nach der Zellisolation mit Chelerythrin hemmten. Allerdings 
konnten wir auch nach Auswaschen von Chelerythrin keine nennenswerten 
Effekte von ET-1 und Ang II auf [Ca2+]c, [Na
+]i und ROS Produktion detektieren.  
Zusammenfassend beobachteten wir durch ET-1 (und z.T. Ang II) zwar eine 
geringe, aber inkonsistente Steigerung der Zellverkürzung in Meerschweinchen 
Myozyten, aber keine relevanten Effekte auf die Amplitude der Ca2+-Transienten, 
auf [Na+]i, den Redox-Status von NAD(P)H/NAD(P)
+ oder die intrazelluläre ROS-
Produktion. Eine bereits endogen vorhandene PKC-Aktivierung (Abb. 25E, F) 
könnte einen Teil dieser Beobachtungen erklären. Allerdings ist auch festzuhalten, 
dass trotz maximaler Stimulation der NADPH-Oxidase Aktivität (endogen plus ET-
1; Abb. 25D) diese ROS Produktion eher gering ausgeprägt ist im Vergleich zu 
mitochondrial mediierter ROS Produktion, die durch ein Anheben der 
Stimulationsfrequenz hervorgerufen wird (Abb. 25A, B und Heinzel et al.46). Wir 
entschieden uns an diesem Punkt, das eigentlich verfolgte Projekt wegen der 
vermutlich eher geringen biologischen Relevanz der vermuteten Effekte von ET-1 
und Ang II auf die ROS Produktion, aber auch der technischen Unwegsamkeiten 
(endogene PKC Aktivierung) nicht weiter zu verfolgen.  
Das zweite wichtige Ziel dieser Arbeit war es, Mechanismen und Quellen 
intrazellulärer Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies zu identifizieren. In den 
bisherigen Arbeiten wurde in diesem Zusammenhang meist die Untersuchung 
entweder indirekt oder an ruhenden Zellen untersucht. Unser Ziel war es nun, die 
Auswirkungen auf elektrisch stimulierte und somit arbeitende Zellen zu 
untersuchen. Dies ist insofern wichtig, da die mitochondriale ROS-Produktion 




durch einen Elektronenfluss, der bei arbeitenden Zellen, an welchen die 
elektromechanische Kopplung greift, begünstigt wird. In unserem Versuch wurden 
zunächst Zellhomogenate von Meerschweinchen-Kardiomyozyten mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Lucigenin inkubiert, welcher endogen gebildete 
Superoxidradikale durch Leuchten messbar macht. Das anschließend 
hinzugefügte NADPH, welches als Substrat der NADPH-Oxidase zu deren 
Aktivierung führt, zeigte einen deutlichen Anstieg der endogen gebildeten ROS. 
Somit konnte bereits festgelegt werden, dass die durch das Lucigenin gemessene 
angestiegene Menge an light units, welche als Maß für die gebildete Menge an 
ROS fungierten, tatsächlich diejenige Bildung an reaktiven Sauerstoffspezies 
misst, welche durch die NADPH-Oxidase gebildet werden. Wir fügten 
anschließend Apocynin zum Versuch dazu, mit der Idee, dass dieser als selektiver 
Inhibitor der NADPH-Oxidase fungiere. In unseren Ergebnissen zeigte sich durch 
Apocynin kein relevanter Abfall der gemessenen light units, sondern lediglich ein 
Sistieren der ROS-Produktion auf konstantem Niveau. Dies lässt sich damit 
erklären, dass neuere Studien zeigen, dass Apocynin nicht, wie lange Zeit 
angenommen, als Inhibitor der NADPH-Oxidase fungiert, sondern vielmehr ein 
generelles Antioxidationsmittel ist, welches die Fähigkeit besitzt, freie Radikale 
abzufangen und zu puffern47. Durch die Hinzugabe des Apocynin fand also die 
durch NADPH induzierte Produktion von ROS an der NADPH-Oxidase weiterhin 
statt, jedoch wurde ein großer Teil dieser gebildeten freien Radikale durch das 
Apocynin abgefangen und gepuffert. Durch Applikation von Diphenyleniodinium 
(DPI) erst zeigte sich eine signifikante Reduktion der light units entsprechend der 
Menge an freien Radikalen. Dies erklären wir uns mit der Tatsache, dass DPI als 
Inhibitor der NADPH-Oxidase fungiert und damit die Produktion weiterer ROS 
durch die NADPH-Oxidase unterbindet. Das Apocynin für seinen Teil machte noch 
vorhandene freie Radikale durch seine Funktion als Antioxidans unschädlich.  
Wir haben verschiedene Inhibitoren der NADPH-Oxidase anschließend 
miteinander verglichen, um die Stoffe herauszufiltern, welche die stärkste 
Eigenschaft besitzen, die NADPH-Oxidase zu hemmen und damit die ROS-
Produktion zu unterbinden. Eines der Potentesten hierbei war das 
Diphenyleniodinium. Ähnlich ausgeprägte Eigenschaften besaß in unserem 




Versuch nur noch das Tempol, welches ein membrangängiges Stickstoffmonoxid 
ist und als Radikalfänger fungiert und dessen positive Auswirkungen auf 
verschiedenste ROS-mediierte Erkrankungen bereits mehrfach untersucht 
wurden67, 107. 
Wir haben als Fortführung des Versuchs mit Lucigenin inkubierte Kardiomyozyten 
vergleichsweise unter Normalbedingungen stimuliert, um die elektromechanische 
Kopplung auszulösen und anschließend unter Applikation von Endothelin (ET-1) 
sowie Angiotensin II (Ang II). ET-1 und Ang II binden jeweils an ETA-bzw. AT1- 
Rezeptoren, welche Gq/11-gesteuert die Phospholipase C aktivieren und damit die 
Produktion von Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Triphosphat (InsP3) 
initiieren108. DAG stimuliert die Proteinkinase C (PKC), welche durch Translokation 
verschiedener Isoenzyme wiederum zum einen die NADPH-Oxidase aktiviert und 
damit die ROS-Produktion initiiert, zum anderen durch mitochondriale 
Translokation der PKCε mitochondriale KATP-Kanäle aktiviert
43, 55. Weitere Daten 
deuten darauf hin, dass die durch AT1-Rezeptoren vermittelte ROS-Produktion 
über die Aktivierung mitochondrialer KATP-Kanäle eine weitere ROS-Produktion 
hervorruft58, 59.  
Um die Quelle der gebildeten ROS weiter festzulegen, wurden die 
Kardiomyozyten zunächst unter Kontrollbedingungen stimuliert und die dabei 
entstandene Menge an ROS in light units bestimmt. Anschließend erfolgte 
derselbe Ablauf unter der Anwesenheit des PKC-Inhibitors Chelerythrine. Die 
Effekte des PKC-Inhibitors Chelerythrine wurden bereits in verschiedenen 
Arbeiten zur Klärung der Signalwege der PKC zum Einsatz gebracht44, 113. Durch 
die Applikation des Chelerythrine konnten wir eine deutliche Reduktion der 
gemessenen light units und damit der gebildeten ROS auf mehr als die Hälfte 
beobachten. Dies lässt wiederum die Schlussfolgerung zu, dass ein bedeutender 
Teil der gebildeten freien Sauerstoffradikale durch die NADPH-Oxidase entstehen 
und diese wiederum über verschiedene Signalwege unter anderem über die 
Proteinkinase C aktiviert wird.  
Wie weiter oben beschrieben, ist Diacylglycerol (DAG) ein Produkt der 
Phospholipase C, welches die Eigenschaft besitzt die Proteinkinase C zu 




aktivieren. Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) ist ein synthetisch hergestellter 
Phorbolester, welcher strukturelle Ähnlichkeit mit DAG aufweist und bereits in 
vielen Untersuchungen als DAG-Analogon eingesetzt wurde5, 74. Wir haben daher 
den oben beschriebenen Versuch mit Chelerythrine erweitert und vergleichsweise 
statt dem PKC-Inhibitor Chelerythrine (CHE), den PKC-Aktivator PMA appliziert. 
Unter PMA konnte ein deutlicher Anstieg der freien Radikale (wiederum gemessen 
in light units) beobachtet werden, welcher im Vergleich dazu unter CHE nicht 
einmal halb so hoch war. Dies wiederum unterstreicht nochmal die Annahme, 
dass ein Großteil der bei unserem Versuch gemessenen freien Sauerstoffradikale 
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